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Hitridni glivi Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) in Batrachochytrium salamandrivorans 
(Bsal) sta edini vrsti v rodu in edini poznani vrsti iz reda Rhizophydiales (Chytridiomycetes, 
Chytridiomycota), ki parazitirata vretenčarje (Longcore in sod., 1999; Martel in sod., 2013; 
Fisher in Garner, 2020).  
 
Okužbe z B. dendrobatidis so bile dokumentirane pri številnih vrstah brezrepih dvoživk 
(Anura), nekaj vrstah repatih dvoživk (Urodela) in eni vrsti sleporilov (Gymnophiona), 
medtem ko je bila B. salamandrivorans opisana šele nedavno (Martel in sod., 2013), njene 
okužbe pa so doslej poznane le pri repatih dvoživkah (Raphael in Pramuk, 2007; Martel in 
sod., 2014). 
 
Okužbe z glivami rodu Batrachochytrium, poznane tudi kot hitridiomikoza, so vzrok za 
največjo znano z boleznijo povezano izgubo biodiverzitete doslej (Gascon in sod., 2007). V 
zadnjih 50 letih so okužbe z B. dendrobatidis povzročile drastičen upad vsaj 501 vrste 
dvoživk, od katerih je 90 vrst v naravi izumrlo, pri 124 vrstah pa se je številčnost osebkov 
zmanjšala za več kot 90 % (Scheele in sod., 2019). Hitro izginjanje populacij dvoživk zaradi 
B. dendrobatidis se pojavlja po vsem svetu, tudi v težko dostopnih, oddaljenih in neokrnjenih 
habitatih (npr. Kostarika: Crump in sod., 1992; Lips, 1998; Panama: Lips, 1999; Lips, 2003a; 
Lips, 2003b; Lips, 2006; Brazilija: Heyer in sod., 1988; Weygoldt, 1989; Avstralija: 
Laurance in sod., 1996). Bolezen je bila povezana tudi z nenadnim izginotjem 
srednjeameriških močeradov (Rovito in sod., 2009). Trenutno je z B. dendrobatidis okuženih 
vsaj 695 vrst dvoživk (Olson in sod., 2014). Vrsta B. salamandrivorans še ni bila zabeležena 
drugje kot v Evropi in Aziji, vendar bi lahko potencialna širitev iz že znanih lokacij 
povzročila upad ali izumrtje vrst tudi na drugih kontinentih (Bales in sod., 2015; Muletz in 
sod., 2014, Yap in sod., 2015). Od 24 testiranih vrst močeradov je B. salamandrivorans 
smrtonosna vsaj za 12 vrst (Martel in sod., 2014). Zaradi pomembne vloge dvoživk v 
ekosistemu se posledice njihovih masovnih poginov kot posledice hitridiomikoze kažejo tudi 
na plenilskih vrstah. Raziskovalci že poročajo o upadanju populacij kač in njihovi znižani 
biodiverziteti v neotropih, saj so dvoživke pomemben vir hrane (Zipkin in sod., 2020). 
 
Nedavni pojav in širitev hitridiomikoze je lahko posledica antropogenega transporta 
dvoživk, ki vključuje trgovino s hišnimi ljubljenčki, premike živali iz živalskih vrtov, 
živilsko industrijo, laboratorijsko trgovino (npr. Xenopus spp.) in biotično zatiranje 
škodljivcev (npr. Bufo marinus) ter nenamernih ali namernih izpustov dvoživk iz ujetništva 
v okolje (Daszak in sod., 2003). 
 
Prisotnost B. dendrobatidis je trenutno potrjena že v 23 evropskih državah (Allain in Duffus, 
2019), pojavnost B. salamandrivorans pa je relativno lokalizirana in omejena na območje 
držav Beneluksa in zahodnega dela Nemčije (Sabino-Pinto in sod., 2015; Spitzen-van der 
2 
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Sluijs in sod., 2016; Dalbeck in sod., 2018) ter na manjši del Španije (González in sod., 
2019). V Sloveniji sistematično preverjanje prisotnosti hitridnih gliv še ni bilo izvedeno, 
potencialno pa bi lahko bile s hitridiomikozo zaradi visoke virulentnosti in primernih 
okoljskih pogojev okužene tako repate kot brezrepe dvoživke. Vzpostavitev sistema za 
detekcijo omenjenega patogena je predpogoj za izdelavo ocene tovrstne ogroženosti dvoživk 
v Sloveniji, izdelavo načrtov za nujne preventivne ukrepe in akcijski načrt ukrepanja v 
primeru zaznanih okužb. 
 
V raziskavi smo kot prvi izvedli sistematično testiranje dvoživk za prisotnost hitridnih gliv 
v Sloveniji ter uvedli molekularno-biološko laboratorijsko diagnostiko za omenjena 
patogena rodu Batrachochytrium. V testiranja smo poskusili zajeti čim večje število 
prostoživečih vrst dvoživk na izbranih območjih po Sloveniji. Pridobljene vzorce smo 
testirali na obe vrsti hitridnih gliv, Batrachochytrium dendrobatidis in Batrachochytrium 
salamandrivorans. 
 
Zastavili smo si dve raziskovalni hipotezi: 
1. Zaradi potrjene prisotnosti B. dendrobatidis v Avstriji, Italiji in na Madžarskem je okužba 
naravnih populacij dvoživk z B. dendrobatidis v Sloveniji pričakovana. 
2. Zaradi omejenega območja razširjenosti B. salamandrivorans na območje Beneluksa, 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 DVOŽIVKE V SLOVENIJI 
 
Dvoživke (Amphibia) so evolucijsko zgodnji razred anamniotskih ektotermnih tetrapodov. 
Odrasle dvoživke imajo tanko poroženelo kožo z mnogimi sluznimi in strupnimi žlezami, ki 
preprečujejo izsušitev in žival varujejo pred okužbami. Koža dvoživk ima poleg zaščitne 
vloge tudi respiratorno vlogo ter služi za transport vode in ionov (Duellman in Trueb, 1986; 
Stebbins in Cohen, 1995; Wake in Koo, 2018). 
 
Dvoživke imajo v ekosistemu pomembno vlogo tako kot plenilci, kot tudi plen. Preko njih 
poteka prenos energije z nevretenčarjev na višje trofične nivoje, zaradi preobrazbe iz vodne 
ličinke v odraslo kopensko žival pa tudi prenos energije med vodnimi in kopenskimi 
ekosistemi. Različne vrste dvoživk imajo različne ekološke potrebe, večina vrst pa potrebuje 
primerna vodna telesa za razmnoževanje in ustrezen kopenski življenjski prostor (Stebbins 
in Cohen, 1995). Zaradi kompleksnega življenskega kroga, ki zajema vodno larvalno fazo 
in kopensko odraslo fazo ter relativno majhnega domačega okoliša (ang. »home range«), so 
dvoživke zelo občutljive na spremembe v okolju. Večinoma so slabi kolonizatorji novih 
habitatov, zato imajo malo možnosti, da se izognejo negativnim vplivom ali spremembam v 
okolju. Njihova številčnost na nekem območju je tako uporaben bioindikator stanja tako 
vodnega kot kopenskega okolja (Poboljšaj in Lešnik, 2003; Stuart in sod., 2004).  
 
V svetu je danes poznanih več kot 8235 vrst dvoživk (AmphibiaWeb, 2020), nove vrste pa 
še vedno odkrivajo predvsem v slabše raziskanih tropskih območjih. Razredu dvoživk 
pripadajo trije redovi: sleporili (Gymnophiona, 213 vrst), repate dvoživke (Urodela, 759 
vrst) in brezrepe dvoživke (Anura, približno 7263 vrst) (AmphibiaWeb, 2020). Atlas 
dvoživk in plazilcev Evrope (Gasc in sod., 1997) obravnava 62 vrst dvoživk, od katerih jih 
v Sloveniji živi 20 vrst (štiri vrste imajo po dve podvrsti). Skupno število v Sloveniji 
prisotnih taksonov je 24 in pripadajo dvema redovoma, repatim dvoživkam in brezrepim 
dvoživkam (Poboljšaj in Lešnik, 2003; Rašl, 2017) (Preglednica 1). 
 
Brezrepe dvoživke imajo podaljšane in skakanju prilagojene zadnje okončine. Imajo bobnič 
in srednje uho, v grlu pa organ za oglašanje (Vogrin, 1999). Oploditev je navadno zunanja, 
samica v vodo odloži mrest, samec pa v vodo izbrizga spermo in jajca oplodi. Škrge 
paglavcev prekriva operkulum, voda preko škrg priteka skozi usta in izteka skozi spirakel. 
Paglavci se hranijo z algami, ki jih strgajo iz podlage (Stebbins in Cohen, 1995). V Sloveniji 
živi pet družin brezrepih dvoživk – urhi (Bombinatoridae), krastače (Bufonidae), česnovke 
(Pelobatidae), rege (Hylidae) in prave žabe (Ranidae) (Vogrin, 1999) (Preglednica 1).  
 
Repate dvoživke imajo dolg valjast trup in dolg rep. Slušna odprtina in srednje uho manjkata 
(Vogrin, 1999). Oploditev je pri večini vrst notranja, samec odloži spermatofor, ki ga samica 
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pobere v kloako. Iz oplojenih jajc se razvijejo ličinke z zunanjimi škrgami, ki se premikajo 
s pomočjo repne plavuti in hranijo z drobnimi vodnimi nevretenčarji (Stebbins in Cohen, 
1995). V Sloveniji živita dve družini repatih dvoživk – močerilarji (Proteidae) ter pupki in 
močeradi (Salamandridae) (Vogrin, 1999) (Preglednica 1).  
 
Preglednica 1: Dvoživke (Amphibia) v Sloveniji. 





MOČERADI IN PUPKI 
(Salamandridae) 
navadni močerad (Salamandra salamandra) 
planinski močerad (Salamandra atra) 
planinski pupek (Ichthyosaura alpestris) 
navadni pupek (Lissotriton vulgaris) 
veliki pupek (Triturus carnifex) 
panonski pupek (Triturus dobrogicus) 





URHI (Bombinatoridae) nižinski urh (Bombina bombina) 
hribski urh (Bombina variegata) 
ČESNOVKE (Pelobatidae) navadna česnovka (Pelobates fuscus) 
KRASTAČE (Bufonidae) navadna krastača (Bufo bufo) 
zelena krastača (Bufotes viridis) 
REGE (Hylidae) zelena rega (Hyla arborea) 
PRAVE ŽABE (Ranidae) 
 
rosnica (Rana dalmatina) 
plavček (Rana arvalis) 
sekulja (Rana temporaria) 
laška žaba (Rana latastei) 
pisana žaba (Pelophylax lessonae) 
debeloglavka (Pelophylax ridibundus) 
zelena žaba (Pelophylax kl. esculentus) 
 
Dvoživke so najbolj ogrožena skupina vretenčarjev, ogroženih je kar 43 % vseh vrst (Wake 
in Vredenburg, 2008). Globalno upadanje populacij dvoživk je pojav, ki so ga strokovnjaki 
zasledili šele v zadnjih desetletjih. V večini primerov je upadanje populacij neposredna 
posledica človekovega delovanja na določenem območju (Collins in Storfer, 2003), vendar 
pa so v osemdesetih letih prejšnjega stoletja ugotovili pojav zmanjševanja ali celo izginotja 
populacij dvoživk tudi na območjih, kjer ni bilo prisotne nobene večje človeške aktivnosti, 
zaradi porajajočih se patogenov (Wake, 1991; Skerratt in sod., 2007). Dvoživke v Sloveniji 
in drugje po svetu tako izginjajo zaradi izgube in fragmentacije habitatov (Marsh in 
Trenham, 2001; Poboljšaj in Lešnik, 2003), povečanja ultravijoličnega (UV) sevanja 
(Blaustein in sod., 2003), klimatskih sprememb (Pounds in sod., 1999; Kiesecker in sod., 
2001; Carey in Alexander, 2003), kemičnega onesnaževanja (Hayes in sod., 2002), pa tudi 
zaradi vnosa tujerodnih konkurenčnih vrst in plenilcev (Kats in Ferrer, 2003; Vredenburg, 
2004) ter novih patogenih organizmov (Daszak in sod., 2003). 
 
Vse vrste dvoživk v Sloveniji so uvrščene na Rdeči seznam (Pravilnik o uvrstitvi ogroženih 
rastlinskih in živalskih vrst v rdeči seznam, 2010), zavarovane z Uredbo o zavarovanih 
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prosto živečih živalskih vrstah (2004) in uvrščene na Bernsko konvencijo (Zakon o 
ratifikaciji Konvencije o varstvu prosto živečega evropskega rastlinstva in živalstva ter 
njunih naravnih življenjskih prostorov (MKVERZ), 1999). Nekatere so strožje varovane in 
so uvrščene na Prilogo II in/ali IV Direktive Sveta 92/43/EGS z dne 21. maja 1992 o 
ohranjanju naravnih habitatov ter prosto živečih živalskih in rastlinskih vrst (Direktiva o 
habitatih, 1992). Direktiva o habitatih določa tudi prioritetne Natura 2000 vrste in habitatne 
tipe, pomembne za Evropsko unijo, na podlagi katerih se znotraj državnih meja določijo 
Posebna varstvena območja (območja Natura 2000) (Uredba o posebnih varstvenih 
območjih (območjih Natura 2000), 2004). V Sloveniji med t.i. Natura 2000 vrste uvrščamo 
šest vrst dvoživk, to so človeška ribica (imenovana tudi močeril ali proteus), hribski urh, 
nižinski urh, laška žaba, panonski pupek in veliki pupek. 
 
Glede na mednarodne obveze, ki jih je država Slovenija sprejela s pristopom v Evropsko 
unijo (Bernska konvencija, Konvencija o biotski raznovrstnosti, Direktiva o habitatih) ter z 
določili Zakona o ohranjanju narave (ZON) (1999), je priprava in izvajanje aktivnih ukrepov 
varovanja in ohranjanja biotske raznovrstnosti, ter s tem tudi dvoživk, ena izmed 
pomembnejših nalog na področju ohranjanja in varstva narave (Poboljšaj in Lešnik, 2003). 
 
 
2.2 OPIS POVZROČITELJEV HITRIDIOMIKOZE 
 
2.2.1 Sistematika gliv rodu Batrachochytrium 
 
Batrachochytrium dendrobatidis Longcore, Pessier et Nichols, 1999 (Bd) in 
Batrachochytrium salamandrivorans Martel, Blooi, Bossuyt et Pasmans, 2013 (Bsal) 
uvrščamo v kraljestvo gliv, deblo Chytridiomycota, razred Chytridiomycetes, red 
Rhizophydiales in rod Batrachochytrium (Slika 1).  
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Slika 1: Filogenija in klasifikacija rodu Batrachochytrium. Kladogram predstavlja taksonomski položaj 
Batrachochytrium dendrobatidis in Batrachochytrium salamandrivorans v kraljestu gliv (a), deblu 
Chytridiomycota (b) in redu Rhizophydiales (c). Dolžine vej niso sorazmerne z genetskimi razdaljami (Van 
Rooy in sod., 2015: str. 2). 
 
Termin »hitridne glive« se v splošnem nanaša na predstavnike evolucijsko izvornega debla 
Chytridiomycota z značilnimi običkanimi zoosporami, ki jim omogočajo aktivno razširjanje 
v vodnem okolju. Večina hitridnih gliv je saprofitov, nekatere vrste pa so tudi parazitske. 
Batrachochytrium dendrobatidis in Batrachochytrium salamandrivorans sta edini poznani 
vrsti gliv v redu Rhizophydiales, ki parazitirata na vretenčarjih (Longcore in sod., 1999; 
Martel in sod., 2013). Od leta 1998 do nedavnega je bila B. dendrobatidis prepoznana kot 
edina vrsta iz rodu Batrachochytrium, leta 2013 pa je bila odkrita njena sestrska vrsta B. 
salamandrivorans, ki prav tako povzroča hitridiomikozo (Berger in sod., 1998; Martel in 
sod., 2013). Vrsta B. salamandrivorans je od B. dendrobatidis divergirala v pozni kredi ali 
zgodnjem paleogenu (Martel in sod., 2014). Začetna sistematska razvrstitev B. dendrobatidis 
je temeljila na ultrastrukturi zoospore (Longcore in sod., 1999), analiza gena za ribosomsko 
RNA male podenote (SSU-rDNA) pa je potrdila razvrstitev. Vrsti je poleg ekologije in 
različnih gostiteljev mogoče razlikovati predvsem na podlagi 3,47–4,47-% razlik v 1513 
dolgem nukleotidnem zaporedju v regiji genov za 18S in 28S rRNA (Martel in sod., 2013).  
 
Vrsta B. dendrobatidis se v grobem deli na štiri linije. Globalna linija (BdGLP) in afriška 
linija (BdCAPE) sta evolucijsko mlajši ter zato genetsko manj pestri, azijska (BdASIA-1) in 
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brazilska (BdASIA-2/BdBRAZIL) linija pa sta evolucijsko starejši in genetsko izredno pestri 
liniji. Nekoč samostojni liniji iz Evrope in Brazilije sta zdaj združeni z azijskima linijama. 
Evropska linija (BdCH) se tako grupira z BdASIA-1 in tvori linijo BdASIA-1, BdBRAZIL 
(Brazilija) pa z BdASIA-2 in tvori linijo BdASIA-2/BdBRAZIL (O'Hanlon in sod., 2018; 
Bataille in sod., 2013; Rosenblum in sod., 2013). Globalna panzootska linija (BdGPL), kateri 
pripisujejo krivdo za množičen upad dvoživk po vsem svetu, je najbrž nastala kot hibrid med 
manj virulentnimi sevi (Farrer in sod., 2011). 
 
 
2.2.2 Fiziologija in morfologija gliv rodu Batrachochytrium 
 
Batrachochytrium dendrobatidis in Batrachochytrium salamandrivorans sta hitridni glivi, 
katerih sporangiji so brez poklopca (operkuluma) in se lahko razvijata monocentrično (z 
enim centrom rasti) ali v koloniji. Vrsti imata nitaste rizoide, ki izhajajo iz enega ali več 
območij na razvijajočem se zoosporangiju (Martel in sod., 2013; Longcore in sod., 1999). 
Vsak segment kolonijske steljke tvori zoosporangij, ki v premeru meri 10–40 µm. 
Zoosporangij ima eno, redko več odprtin, ki predrejo kožo dvoživk in v okolico sproščajo 
običkane zoospore. Te so okrogle ali nekoliko ovalne, s premerom 3–5 µm pri B. 
dendrobatidis in od 4–5,5 μm pri B. salamandrivorans. Ribosomi zoospor tvorijo agregate 
z ugnezdenimi lipidnimi kapljami na njihovem obodu. Bazo kinetosoma tvori skupina 
mikrotubulov urejenih v vzorcu 3 x 9 in se podaljšuje vzporedno s kinetosomom v maso 
ribosomov, kar B. salamandrivorans in B. dendrobatidis razlikuje od ostalih predstavnikov 
razreda Chytridiales. Zoospore encistirajo, po kalitvi razvijejo nitaste rizoide in se tako 
pritrdijo na površino in monocentrično razvijejo v steljko (zoosporangij). Steljka ima lahko 
eno ali več odprtin za praznjenje. Nekatere steljke občasno zgodaj v razvoju tvorijo notranjo 
pregrado. S tem se v steljki oblikuje več celic, ki se spremenijo v več zoosporangijev, vsak 
s svojo odprtino za izločanje zoospor. Iz posamezne zoospore lahko zraste več 
zoosporangijev, kar je po Barru (1990) definirano kot kolonijski razvoj (Longcore in sod., 
1999; Martel in sod., 2013) (Slika 2). 
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Slika 2: In vitro kultura B. salamandrivorans na gojišču TGhL pri 15 ° C. (A) Prevladujejo monocentrične 
steljke, črna puščica pa označuje kolonialno steljko. Bela puščica označuje cevasto strukturo na sporangiju za 
sproščanje zoospor (skala: 100 µm). (B) Posnetek vrstičnega elektronskega mikroskopa zrelega sporangija z 
rizoidi (R) in strukturo za sproščanje zoospor (D) (skala: 10 µm) (Martel in sod., 2013: str. 2). 
 
Vrsti B. salamandrivorans in B. dendrobatidis lahko morfološko razlikujemo na podlagi 
postavitve kalitvenih hif v pogojih in vitro, tvorbi gostih steljk z več sporangiji v pogojih in 
vivo in in vitro ter fiziološko po optimalni rasti pri različnih temperaturah (Martel in sod., 
2013). Vrsta B. dendrobatidis uspeva in se razmnožuje v temperaturnem območju med 10 °C 
in 28 °C, z maksimalno rastjo v temperaturnem območju med 17 °C in 25 °C ter propadom 
pri temperaturah nad 30 °C, B. salamandrivorans pa v temperaturnem območju med 5 °C in 
20 °C, z optimumom med 10 °C in 15 °C ter propadom pri več kot 25 °C, kar kaže na to, da 
glivi zasedata različni ekološki niši (Longcore in sod., 1999; Piotrowski in sod., 2004; Martel 
in sod., 2013). 
 
 
2.2.3 Etimologija gliv rodu Batrachochytrium 
Batrachochytrium izhaja iz grških besed »batrachos« – žaba in »chytra« – glineni lonec, ki 
opisuje obliko zoosporangija (Longcore in sod., 1999). Vrstno ime B. salamandrivorans je 
sestavljeno iz grške besede »salamandra« – močerad in latinske besede »vorans« – jesti, 
požreti, kar se nanaša na značilne kožne razjede in hitro smrt okuženih močeradov (Martel 
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in sod., 2013). Osnova vrstnega imena B. dendrobatidis, izhaja iz grščine, iz besede 
»dendron« – drevo in besede »bates« – tisti, ki pleza, kar se nanaša rod žab podrevnic 
(Denbdrobates), iz katerega so bile izolirane kulture tipskega seva (Longcore in sod., 1999). 
 
2.3 RAZMNOŽEVANJE GLIV RODU Batrachochytrium IN NJIHOVI GOSTITELJI 
 
2.3.1 Razmnoževanje  
 
Obe vrsti, B. dendrobatidis in B. salamandrivorans, okužujeta keratinizirano kožo dvoživk. 
V stratum corneum in stratum granulosum povrhnjice tvorita steljko, ki nosi mrežo rizoidov 
in okrogel sporangij brez operkuluma (Slika 4). Vsak sporangij tvori eno ali redko več 
cevastih struktur za odvajanje zoospor (Longcore in sod., 1999). Življenjski cikel B. 
salamandrivorans in B. dendrobatidis je sestavljen iz reproduktivnega sesilnega obdobja, ko 
je gliva v obliki zoosporangija, ter mobilnega obdobja, ko se običkana zoospora sprosti iz 
zoosporangija in na kratke razdalje potuje po vodnem mediju (Garner in sod., 2006) (Slika 
3). Ko zoospora doseže gostitelja, predre povrhnjico ter se v podkožju preoblikuje v 
zoosporangij in preide v reproduktivni del svojega življenjskega cikla (Sliki 3 in 4). Tako se 
okužba širi po koži dvoživke in v okolju (Voyles in sod., 2009; Berger in sod., 2005). Več 
genetskih študih je indentificiralo izolate B. dendrobatidis s hibridnim genotipim, zato 
raziskovalci sklepajo, da morata biti spolna rekombinacija in hibridizacija pomembna 
mehanizma v evoluciji tega patogena (Rosenblum in sod., 2013). Hitridne glive se kljub 
temu običajno razmnožujejo nespolno (Morehouse in sod., 2003; Morgan in sod., 2007, 
Farrer in sod., 2013). 
 
 
Slika 3: Nespolno razmnoževanje kulture Batrachochytrium in vitro. Življenski cikel Batrachochytrium 
dendrobatidis poteka v fazah A–E, medtem ko pri Batrachochytrium salamandrivorans opazimo dodatne faze 
življenjskega cikla B1–B2: (A) gibljive običkane zoospore; (B) encistirana zoospora; (B1) kaljenje s kalitveno 
hifo; (B2) prenos celične vsebine v novonastalo steljko; (C) cista zoospore z rizoidi; (D) nezreli sporangij; (E) 
zrel monocentrični zoosporangij s cevasto strukturo za odvajanje zoospor (na desni), kolonijska steljka, ki 
vsebuje več sporangijev, vsak s svojo cevasto strukturo za odvajanje zoospor (na levi) (Van Rooy in sod., 2015: 
str. 3). 
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Slika 4: Infekcija kože žabe vrste Physalaemus henselii z B. dendrobatidis. Puščice označujejo sporangije v 
različnih fazah razvoja: nezrel sporangij (bele puščice), zrel sporangij (siva puščica) in prazen sporangij (črna 
puščica). Na sliki so vidne tudi cevi za odvajanje zoospor (d) in pregrada med sporangiji pri kolonijski stejki 
(s) (barvanje HE, skala: 20 μm) (Borteiro in sod., 2019: str. 2). 
 
Zraven omenjenega razvojnega cikla je bilo pri obeh vrstah hitridnih gliv opaženih nekaj 
odstopanj. Leta 2003 je bilo tako pri pisani žabi (Pelophylax lessonae) opaženo, da B. 
dendrobatidis v nekaterih primerih ne tvori tipičnih stadijev zoospore in sporangija, temveč 
zgolj encistirane spore, ki pri živali ne povzročajo bolezenskih znakov (Di Rosa, 2007). Dva 
tipa spor, običkan mobilni in neobičkan trpežnejši, ki lahko v vodi preživi tudi več kot dva 
meseca, pa so opisali tudi pri B. salamandrivorans (Stegen in sod. 2017). Poleg različne 
virulence spor je občutljivost gostitelja na okužbo tudi vrstno specifična, manj dovzetne vrste 
pa so za epidemiologijo hitridiomikoz pomembne kot potencialni vektorji (Daum in sod., 
2012; Woodhams in sod., 2012; Spitzen-van der Sluijs in sod., 2017).  
 
Razvoj glive se s poginom gostitelja praviloma ne zaustavi. Gliva lahko namreč vsaj eno 
generacijo uspeva na koži, odstranjeni iz poginulih brezrepih dvoživk, preden jo prerastejo 
bakterije in oomicete. Prav tako lahko v in vitro pogojih čiste kulture hitridnih gliv uspevajo 
na prekuhani koži kač, 1% keratinskem agarju, perju ter gosjih kremljih, zato predvidevajo, 
da so hitridne glive v naravi lahko tudi saprofitske, če je na razpolago primeren substrat 
(keratin) in okoljski dejavniki ustrezno omejujejo rast drugih bakterij in oomicet (Longcore 
in sod., 1999; Piotrowski in sod., 2004; Garmyn in sod., 2012). Poleg keratina lahko B. 
11 
Vek M. Testiranje dvoživk na prisotnost hitridnih gliv v Sloveniji. 
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2021  
 
dendrobatidis uspeva tudi na hitinastem karapaksu rakov (McMahon in sod., 2013) in in 
vitro na gojiščih, ki ne vsebujejo keratina, npr. na triptonu in peptoniziranem mleku 





Okužbe z B. dendrobatidis so bile dokumentirane pri številnih vrstah brezrepih dvoživk 
(Anura), nekaj vrstah repatih dvoživk (Urodela) in eni vrsti sleporilov (Gymnophiona), 
okužbe z B. salamandrivorans pa so doslej poznane le pri repatih dvoživkah, vendar obseg 
gostiteljev še ni v celoti raziskan (Raphael in Pramuk, 2007; Martel in sod., 2014). S številom 
raziskav narašča tako število poznanih gostiteljskih vrst, kot tudi stopnja okuženosti 
populacij dvoživk s hitridnimi glivami. Leta 2011 so B. dendrobatidis zaznali pri 508 od 
1055 testiranih vrst (48 %), v letu pa je bila okužba zaznana že pri 695 od 1377 vrst (50 %) 
(Olson in sod., 2013; Olson in Ronnenberg, 2014). Po zadnjih podatkih je z B. dendrobatidis 
okuženih 50 % vseh testiranih vrst brezrepih dvoživk, 55 % vrst repatih dvoživk in 29 % 
vrst sleporilov, kar priča o širokem naboru gostiteljskih vrst (Olson in Ronnenberg, 2014; 
Fisher in Garner, 2020). V zadnjih 50 letih je B. dendrobatidis povzročila drastičen upad 
vsaj 501 vrst dvoživk, od katerih je 90 vrst v naravi izumrlo, 124 vrstam pa je številčnost 
upadla za več kot 90 % (Scheele in sod., 2019). Izmed 24 testiranih vrst močeradov je B. 
salamandrivorans smrtonosna vsaj za 12 vrst (Martel in sod., 2014), Yap in sod. (2015) pa 
svarijo, da bi bile lahko izgube v Severni Ameriki ob vnosu B. salamandrivorans zaradi 
tamkajšnje velike pestrosti repatih dvoživk še višje. 
 
Zraven široke geografske razširjenosti ima B. dendrobatidis v Evropi tudi širok nabor 
gostiteljskih vrst, dovzetnost različnih vrst za okužbe s hitridnimi glivami pa še ni 
popolnoma raziskana. Vrste, za katere je bila prisotnost okužbe v naravi v Evropi že potrjena 
in jih najdemo tudi v Sloveniji, so hribski urh (Bombina variegata), nižinski urh (Bombina 
bombina), navadna krastača (Bufo bufo), zelena krastača (Bufotes viridis), česnovka 
(Pelobates fuscus), zelena žaba (Pelophylax spp.), sekulja (Rana temporaria), rosnica (Rana 
dalmatina), plavček (Rana arvalis), laška žaba (Rana latastei), zelena rega (Hyla arborea), 
planinski pupek (Ichthyosaura alpestris), navadni pupek (Lissotriton vulgaris), veliki pupek 
(Triturus carnifex) in navadni močerad (Salamandra salamandra) (Allain in Duffus, 2019). 
Na Iberskem polotoku je bolezen prispevala k upadu populacij porodničarskih krastač 
(Alytes obstetricans), navadnih krastač (Bufo bufo) in navadnih močeradov (Salamandra 
salamandra) (Bosch in sod., 2001; Bosch in Martínez-Solano, 2006). Množični pogini 
dvoživk v Evropi so v primerjavi z nekaterimi drugimi deli sveta sicer redki, saj okužba pri 
evropskih dvoživkah ne vodi vedno do razvoja bolezni, kljub temu pa jih zaradi klimatskih 
sprememb in drugih okoljskih dejavnikov v prihodnosti ne moremo izključiti (Berger in sod., 
1998; Blaustein in sod., 2018). Raziskave so pokazale, da imajo nekatere vrste brezrepih 
dvoživk omejeno odpornost proti B. dendrobatidis, druge vrste brezrepih dvoživk pa so 
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pokazale visoko toleranco, kar bi lahko bil pomemben dejavnik za dinamiko gostitelj–
bolezen. Laboratorijski poskusi potrjujejo visoko toleranco zelenih žab (Pelophylax spp.) na 
okužbo z B. dendrobatidis, prav tako pa so raziskave populacij hribskih urhov (Bombina 
variegata) na Nizozemskem v sedemletnem časovnem obdobju pokazale njihovo 
neobčutljivost na B. dendrobatidis v naravnem okolju tudi ob večletni izpostavitvi, kar 
nakazuje na pomen obeh vrst kot asimptomatskih vektorjev (Daum in sod., 2012; Woodhams 
in sod., 2012; Spitzen-van der Sluijs in sod., 2017). Sicer manjša, a kljub temu izrazita 
stopnja odpornosti na B. dendrobatidis je bila opisana tudi pri močeradih iz rodu 
Speleomantes (Pasmans in sod., 2013). 
 
Najbolje preučeni asimptomatski vektorski vrsti B. dendrobatidis sta navadna krempljarka 
(Xenopus laevis) in volovska žaba (Lithobates catesbeianus) (Daszak in sod., 2004; Weldon 
in sod., 2004; Rollins-Smith in Conlon, 2005; Fisher in Garner, 2007). Obe vrsti preživita 
blažje okužbe z B. dendrobatidis asimptomatsko in sta povezani z razširjanjem bolezni v 
različnih delih sveta, kljub vsemu pa z njima ni mogoče razložiti pojava bolezni v zelo 
odmaknjenih območjih, zato raziskovalci predvidevajo, da so v teh predelih rezervoarji 
najverjetneje nekatere domorodne vrste dvoživk (Reeder in sod., 2012). Invazivna volovska 
žaba je že bila najdena v Sloveniji (Kirbiš in sod., 2016). Svetovno razširjene, teraristično 
zanimive in ponekod invazivne vektorske vrste so še aga (Rhinella marina), tigrasti aksolotl 
(Ambystoma tigrinum) in Acris gryllus (Daszak in sod., 2007). 
 
Vrsta B. salamandrivorans ima v naravi zaradi njene ožje razširjenosti trenutno potrjenih 
manj gostiteljskih vrst. Vrste, za katere je bila prisotnost okužbe v naravi v Evropi že 
potrjena in jih najdemo tudi v Sloveniji, so navadni močerad (Salamandra salamandra), 
planinski pupek (Ichthyosaura alpestris) in navadni pupek (Lissotriton vulgaris), v Španiji 
pa so potrdili okužbo pri nitastem pupku (Lissotriton helveticus) (Allain in Duffus, 2019). 
Martel in sod. (2014) domnevajo, da obstajajo vsaj trije gostitelji B. salamandrivorans, ki 
služijo kot naravni rezervoarji: Cynops cyanurus (iz Kitajske), Cynops pyrrhogaster (iz 
Japonske) in Paramesotriton deloustali (iz Vietnama). V svoji študiji so Martel in sod. 
(2014) raziskovali 24 vrst močeradov iz 5 družin in ugotovili, da so bile za bolezen najbolj 
dovzetne vrste iz družin Salamandridae in Plethodontidae. Nedavne raziskave kažejo, da je 
glavni razlog, zaradi katerega je B. salamandrivorans tako velika grožnja za biotsko pestrost 
repatih dvoživk, odsotnost njihovega imunskega odziva na patogen; brezrepe dvoživke, kot 
je na primer porodničarska krastača (Alytes obstetricans), pa lahko delujejo tudi kot vmesni 
gostitelji (Stegen in sod., 2017). Planinski pupki (Ichthyosaura alpestris) lahko preživijo 
blažje okužbe z B. salamandrivorans skozi daljše časovno obdobje, okužbo pa lahko celo 
uspešno prebolijo. Planinski pupki so lahko pomembni potencialni vektorji B. 
salamandrivorans v Evropi tudi zato, ker pogosto sobivajo z navadnimi močeradi, za katere 
je značilna izredno visoka smrtnost ob okužbi (Stegen in sod., 2017). 
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Dokumentiranih ali zgolj predlaganih je bilo tudi nekaj alternativnih rezervoarjev in 
gostiteljev za B. dendrobatidis, ki niso dvoživke, kot so sladkovodni raki (McMahon in sod., 
2013), gliste (Shapard in sod., 2012), ribe (Liew in sod., 2017) in ptice (Johnson in Speare, 
2005; Garmyn in sod., 2012), kar močno povečuje epidemiološko kompleksnost in otežuje 
razumevanje dinamike razširjanja hitridih gliv. Opisana, a nezadostno raziskana je tudi vloga 
zooplanktona, ki se prehranjuje s sporami hitridnih gliv (Buck in sod., 2011). Spore bi lahko 
prehod skozi črevesje takih plenilcev preživele, kar bi pozitivno vplivalo na razširjanje 
patogena (Duffy, 2009), vendar pa je na voljo tudi eksperimentalni dokaz, da prehranjevanje 
zooplanktona s sporami hitridnih gliv negativno vpliva na prostoživeče glive B. 
dendrobatidis, saj je v takem okolju število okuženih paglavcev nižje. Zooplankton bi tako 
lahko igral vlogo kot ponor spor ali pa celo prispeval k njihovemu razširjanju, kar kaže na 
to, da sta prisotnost zooplanktona in združba v vodnem telesu pomembna dejavnika pri 
raziskovanju dinamike bolezni (Searle in sod., 2013). 
 
 
2.4 POTEK BOLEZNI IN SIMPTOMI PRI OKUŽBI S HITRIDNIMI GLIVAMI  
 
2.4.1 Potek bolezni pri Batrachochytrium dendrobatidis 
 
Na stopnjo smrtnosti dvoživk okuženih z B. dendrobatidis vplivajo količina patogena, ki mu 
je gostitelj izpostavljen, starost gostitelja, temperatura okolja, vrsta gostitelja in sev glive 
(Berger in sod., 1999; Lamirande in Nichols, 2002; Rachowicz in Vredenburg, 2004; Berger 
in sod., 2005). 
 
Za smrtnost pri dvoživkah je ključna intenzivnost same okužbe z B. dendrobatidis. 
Vredenburg in sod. (2010) so ugotovili, da posamezni osebki vrste Rana muscosa poginejo 
ob okužbi z vsaj 10 000 zoosporami. Tudi močeradi vrst Pseudoeurycea leprosa in 
Bolitoglossa rufescens so poginili, ko je bil dosežen prag okužbe z 10 000 zoosporami 
(Cheng in sod., 2011). Razvoj okužbe je zaradi keratinofagnega metabolizma hitridnih gliv 
vezan zlasti na tanko poroženelo plast povrhnjice, vzrok pogina dvoživk pa je običajno srčni 
zastoj, ki ga okužba z B. dendrobatidis povzroči zaradi motenj privzema in manjše 
koncentracije elektrolitov v tkivih (Voyles in sod., 2009). Koža dvoživk je ključna za 
dihanje, hidratacijo, osmoregulacijo in termoregulacijo (Duellman in Trueb, 1986). Največ 
privzema vode in elektrolitov pri dvoživkah poteče na trebušni strani v tako imenovanem 
medeničnem polju, ki je zaradi tesnega stika s podlago najbolj dovzetno za okužbo z B. 
dendrobatidis (Berger in sod., 1998). Pri okuženih žabah so zaradi omejenega privzema vode 
in ionov skozi kožo, ravni natrija, kalija, magnezija in klora zelo nizke. Ko so žabam v 
zadnjih stadijih bolezni raziskovalci nadomeščali elektrolite, so te v telesu ponovno 
vzpostavile ravnotežje elektrolitov in v nekaterih primerih celo sposobnost skakanja (Voyles 
in sod., 2009). Čeprav so vse žabe v poskusu kasneje zaradi okužbe poginile, je 
nadomeščanje elektrolitov podaljšalo čas preživetja za do 20 ur (Voyles in sod., 2009). Ni 
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znano, ali je motnja pri transportu elektrolitov posledica toksinov glive (Berger in sod., 1998; 
Voyles in sod., 2009), ali pa posledica fizičnih poškodb kože (Voyles in sod., 2009). Okužba 
z B. dendrobatidis zraven lokalnih razjed vodi tudi do hiperkeratoze, v primeru katere se 
lahko keratinizirani sloj epidermisa odebeli 2 do 30-krat (Berger in sod., 1998; Longcore in 
sod., 1999). Intenzivnejše okužbe lahko vodijo tudi do luščenja kože (Berger in sod., 1998). 
Klinični znaki pri dvoživkah po preobrazbi zajemajo še anoreksijo, letargijo in izgubo 
ravnotežja (Berger in sod., 2005) (Slika 5). 
 
 
Slika 5: Klinični znaki in patologija, povezana z okužbo z Batrachochytrium dendrobatidis. (a) V naravi 
okužena umirajoča porodničarska krastača (Alytes obstetricans), pri kateri je opazno luščenje kože. (b) Prerez 
kože medeničnega polja iste dvoživke, kjer se vidi epidermalna hiperkeratoza in hiperplazija ter prisotnost 
številnih zoosporangijev v različnih fazah razvoja (HE, skala: 50 µm). (c) Zoosporagij s pregrado (barvanje 
HE, skala: 10 µm) (Van Rooy in sod., 2015: str. 6). 
 
Pri brezrepih dvoživkah je v larvalnem stadiju keratiniziran le obustni del, imenovan ustno 
polje, ki je tako edino mesto za razrast B. dendrobatidis. Okužba pri ličinkah dvoživk 
povzroča depigmentacijo in včasih poškoduje usta (Rachowicz in Vredenburg, 2004; 
Marantelli in sod., 2004) (Slika 6). Paglavcev okužba ne ubije neposredno, povzroči pa višjo 
smrtnost zaradi oviranega hranjenja ter posledičnega vpliva na njihovo rast in razvoj (Parris, 
2004). Če paglavci dočakajo preobrazbo, se okužba razširi še po preostali, na novo 
keratinizirani telesni površini juvenilnega osebka, kar v večini primerov povzroči pogin 
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Slika 6: Deformacije ustnega polja pri paglavcih žabe vrste Hylodes phyllodes, ki jih je povzročila okužba 
Batrachochytrium dendrobatidis. (a) Ustno polje zdravega paglavca. (b) Depigmentacija roženega kljuna in 
(c) depigmentacija linij roženih zob spodnje ustne (Fisher in sod., 2018: str. 3). 
 
Čeprav B. dendrobatidis bolj prizadene brezrepe dvoživke, novejše raziskave kažejo, da 
lahko povzroča masovne pogine in celo izginotja celotnih populacij neotropskih močeradov 
(Rovito in sod., 2009; Cheng in sod., 2011).  
 
 
2.4.2 Potek bolezni pri Batrachochytrium salamandrivorans  
 
Mehanizmi okužbe in vpliv na gostitelja pri B. salamandrivorans še niso povsem raziskani. 
Tako B. salamandrivorans za razliko ob B. dendrobatidis okuži le repate dvoživke. Kljub 
laboratorijskim poskusom okužbe brezrepih dvoživk in sleporilov je videti, da se bolezenski 
znaki razvijejo le pri repatih dvoživkah (Martel in sod., 2014). Večina okuženih živali pogine 
2–3 tedne po okužbi (Martel in sod., 2014). B. salamandrivorans ogroža vsaj tri vrste 
evropskih repatih dvoživk, na Nizozemskem pa je zaradi bolezni po ocenah raziskovalcev 
izginilo 99 % lokalne populacije močeradov (Spitzen-van der Sluijs in sod., 2016). 
 
Klinični znaki okužbe so anoreksija, letargija, ataksija, razjede na koži, mehurji in luščenje 
kože, kar vodi v pogin živali. Okužba ne vodi do hiperkeratoze in hiperplazije (Martel in 
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Slika 7: Klinični znaki in patologija, povezana z okužbo z Batrachochytrium salamandrivorans. (a) V naravi 
okužen navadni močerad (Salamandra salamandra), najden med izbruhom B. salamandrivorans (Robertville, 
Belgija), kaže več razjed (bele puščice). (b) Številne razjede na trebušni strani okuženega močerada (bele 
puščice). (c) Prerez kože skozi razjedo, kjer so vidne znotrajcelične kolonijske steljke patogena v vseh plasteh 
povrhnjice (skala: 50 µm). (d) Povečava znotrajceličnih kolonijskih steljk (skala: 10 µm). Preparat je 
imunohistokemično obarvan (Van Rooy in sod., 2015: str. 7). 
 
Občutljivost na okužbo z B. salamandrivorans se med vrstami gostiteljev razlikuje. 
Planinski pupek (Ichthyosaura alpestris) mora biti tako za razvoj bolezni izpostavljen veliki 
količini spor B. salamandrivorans, nižje koncentracije patogena pa lahko brez bolezenskih 
znakov prenaša več mesecev, zaradi česar lahko deluje kot pomemben vektor okužbe 
(Stegen in sod., 2017). 
 
 
2.5 RAZŠIRJENOST, IZVOR IN VZROKI ZA ŠIRITEV HITRIDIOMIKOZE 
 
2.5.1 Izvor in razširjenost Batrachochytrium dendrobatidis  
 
Vrsta B. dendrobatidis je razširjena povsod po svetu, kjer se pojavljajo dvoživke, poti 
razširjanja in geografski izvor te glive pa so bili opisani šele pred kratkim (Fisher in sod., 
2009; O'Hanlon in sod., 2018). V preteklosti so bili za geografski izvor patogena predlagani 
Afrika (Weldon in sod., 2004), Japonska (Goka in sod., 2009), vzhodna Azija (Bataille in 
sod., 2013), Južna Amerika (Rodriguez in sod., 2014) in Severna Amerika (Talley in sod., 
2015).  
 
Morehouse in sod. (2003) so preučevali genetsko raznolikost 35 različnih sevov hitridnih 
gliv iz Severne Amerike, Afrike ter Avstralije in ugotovili izjemno nizko stopnjo razlik med 
njihovimi genomi. Ugotovitev kaže na to, da imajo sevi iz različnih kontinentov nedavnega 
skupnega prednika in so se ločili pred kratkim, kar podpira hipotezo o nedavnem vnosu B. 
dendrobatidis na geografsko zelo oddaljene lokacije. Analiza nukleotidnih zaporedij iz 17 
jedrnih lokusov in velikega fragmenta mitohondrijskega genoma 59 različnih sevov B. 
dendrobatidis iz različnih lokacij po svetu je potrdila hipotezo, da je bila širitev patogene 
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glive nedavna (James in sod., 2009), O'Hanlon in sod. (2018) pa so dokončno končali 
ugibanja glede izvora glive, saj so ugotovili, da se je gliva po svetu razširila okoli leta 1950 
iz Korejskega polotoka. Od tam izvira tudi »ubijalski sev« B. dendrobatidis, poimenovan 
globalna panzootska linija (BdGPL). V raziskavi so pokazali, da so sevi B. dendrobatidis iz 
Amerike, Afrike in Avstralije ozko sorodni in izhajajo iz istega nedavnega (korejskega) 
prednika, medtem ko so sevi, ki okužujejo azijske dvoživke, zelo raznoliki, kar kaže na 
dolgotrajnejšo koevolucijo patogena in azijskih gostiteljev, pri katerih so okužbe praviloma 
asimptomatske in ne povzročajo bolezenskih znakov. 
 
Vzrok za nenadno širitev B. dendrobatidis po svetu je lahko posamezen dogodek, seštevek 
različnih dogodkov ali pa rezultat različnih dejavnosti, kot so teraristika, komercialno 
trgovanje s krempljičarkami v 60-tih letih prejšnjega stoletja za testiranje nosečnosti in 
nenamerni človeški transport dvoživk, ali pa celo korejska vojna (Halliday, 1998; Berger in 
sod., 1999; Daszak in sod., 1999; Morgan in sod., 2007; O'Hanlon in sod., 2018). 
 
Širjenje s trgovino z živalmi poteka še danes in veliko dvoživk v prodaji (testirali so jih v 
Belgiji) je pozitivnih na skoraj vse znane seve hitridnih gliv, vključno s smrtonosnim sevom 
BdGLP (O'Hanlon in sod., 2018). Okužba z B. dendrobatidis je kot povzročitelj upadanja 
biodiverzitete prepoznana v Avstraliji (Skerratt in sod., 2007), Srednji Ameriki (Cheng in 
sod., 2011), Južni Ameriki (Lips in sod., 2008; Carvalho in sod., 2017), Karibskih otokih 
(Hudson in sod. 2016), Severni Ameriki (Rachowicz in sod. 2006) in v Evropi na Iberskem 
polotoku (Bosch in sod., 2001).V Evropi je prisotnosti B. dendrobatidis potrjena že v 23 
državah (Garner in sod., 2005; Simoncelli in sod., 2005; Federici in sod., 2008; Scalera in 
sod., 2008; Vörös in sod., 2009; Sura in sod., 2010; Sztatecsny in Glaser, 2011; Civiš in sod., 
2012; Patrelle in sod., 2012; Vörös in sod., 2013; Ohst in sod., 2013; Bosch in sod., 2013; 
Rosa in sod., 2013; Tessa in sod., 2013; Baláž in sod., 2014; Kolenda in sod., 2017; Mali in 
sod., 2017; Vojar in sod., 2017; Allain in sod., 2019; Pasmans in sod., 2019), vključno s 
tremi sosednjimi državami Slovenije: v Avstriji (Sztatecsny in Glaser, 2011), v Italiji 
(Simoncelli in sod., 2005) in na Madžarskem (Vörös in sod., 2009). Spitzen-van der Sluijs 
in sod. (2011) so na Hrvaškem potrdili en sam primer na B. dendrobatidis pozitivnega 
ilegalno ulovljenega urha, vendar sistematična analiza ni bila izvršena. 
 
Gliva B. dendrobatidis se lahko širi neposredno s stikom okužene živali z neokuženo ali 
posredno ob stiku neokužene živali s kontaminirano vodo ali površino (Rowley in Alford, 
2007). Običkane zoospore se lahko same po vodnem mediju premikajo na kratke razdalje, 
na večje razdalje pa lahko potujejo z vodnimi tokovi (Rachowicz in Vredenburg, 2004), med 
vodnimi telesi pa bi spore lahko prenašale celo ptice na njihovem perju ali poroženelih nogah 
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2.5.2 Izvor in razširjenost Batrachochytrium salamandrivorans  
 
Gliva B. salamandrivorans domnevno izvira iz jugovzhodne Azije (Martel in sod., 2014). 
Videti je, da je tudi v primeru te vrste hitridnih gliv prišlo do koevolucije z azijskimi 
avtohtonimi repatimi dvoživkami. Na Japonskem je bila okužba z B. salamandrivorans 
najdena vsaj pri petih različnih vrstah repatih dvoživk, v Vietnamu je bila okužba 
ugotovljena pri petih vrstah močeradov (Laking in sod., 2017), vrsta pa je bila potrjena tudi 
na Kitajskem (Yuan in sod,. 2018). Najstarejši dokaz okužbe z B. salamandrivorans pri 
osebku vrste Cynops ensicauda iz muzejske zbirke na Japonskem je star vsaj 150 let (Martel 
in sod., 2014). V Južni Koreji so na prisotnost B. salamandrivorans v dvoletni raziskavi 
testirali 200 dvoživk in okužbe s to glivo niso potrdili (Garza in sod., 2018). 
 
Naravna distribucija B. salamandrivorans je najbrž večja, kot je trenutno znano (Martel in 
sod., 2014). Vrsta B. salamandrivorans je bila prvič odkrita leta 2013 na Nizozemskem, v 
naslednjem letu pa še v Belgiji (Martel in sod., 2014). V nedavni študiji so ugotavljali 
distribucijo B. salamandrivorans v severozahodni Evropi s testiranjem 1 921 osebkov 
repatih dvoživk, ulovljenih med leti 2010 in 2016. Trenutno območje pristotnosti B. 
salamandrivorans, ki zajema Nizozemsko, Nemčijo in Belgijo, bi lahko bilo veliko 
10 000 km2 (Spitzen-van der Sluijs in sod., 2016), pred kratkim pa so prisotnost B. 
salamandrivorans potrdili še na ožjem območju v Španiji (González in sod., 2019). 
 
Vnos B. salamandrivorans v Evropo je najverjetneje vezan na trgovino terarističnih živali. 
Predvideva se, da je B. salamandrivorans v evropsko okolje prišla z odpadno vodo iz farm 
azijskih močeradov ali pa celo z neposrednim vnosom teh živali v okolje (Martel in sod., 
2014). Tako kot B. dendrobatidis se tudi B. salamandrivorans lahko širi s stikom med osebki 
in iz okolja na osebek, vendar ima pri širjenju okužbe z B. salamandrivorans večjo vlogo 
posredni prenos preko okolja (Lips in sod., 2006). Že ena spora B. salamandrivorans bi 
lahko bila dovolj, da okuži dvoživko, podlaga po kateri se okužena dvoživka giblje, pa je 
lahko kužna 48 ur. Domnevo, da lahko spore te glive prenašajo na svojih nogah tudi vodne 
ptice in bi pomenila možnost prenosa patogena na velike razdalje (Stegen in sod., 2017), pa 
trenutna razširjenost okužbe v Evropi ne potrjuje. Na prenos B. salamandrivorans vpliva 
tudi gostota gostiteljev in struktura habitata, manjša kot je gostota poseljenosti gostiteljev in 
bolj kot je razgiban habitat, manjša je verjetnost za okužbo, saj je stika med osebki v takih 
primerih manj (Malagon in sod., 2020). 
 
 
2.6 DETEKCIJA HITRIDNIH GLIV  
 
Na okužbo s hitridnimi glivami lahko posumimo ob večjih poginih dvoživk (pogin lahko 
povzročijo tudi drugi patogeni) ali ob najdbi osebkov z razjedami, temnimi območji na koži, 
pa tudi podhranjenih in manj odzivnih osebkov (Parker in sod., 2002; Berger in sod., 2005). 
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Okužbo lahko potrdimo histološko ali s testiranjem na prisotnost hitridne DNA, saj so 
klinični znaki pri okuženih dvoživkah pogosto odsotni. Pri histološkem pregledu tkiva 
naredimo preparat okuženega dela kože, na katerem iščemo prisotnost zoosporangijev 
(Berger in sod., 1998). Genetski pristop zajema odvzem vzorca okužene dvoživke z brisom, 
izolacijo DNA in detekcijo specifičnih nukleotidnih zaporedij genoma glive. Poleg zaznave 
specifičnih pomnožkov z običajno verižno reakcijo s polimerazo (PCR) se je kot zlati 
standard diagnostike uveljavila kvantitativna verižna reakcija s polimerazo (qPCR) (Boyle 
in sod., 2004; Martel in sod., 2013). Ta, za razliko od klasične PCR, omogoča tudi 
kvantifikacijo okužbe, zaznavanje pomnožkov pa ne zahteva njihovega ločevanja z gelsko 
elektroforezo (Lo in Chan, 1998). Osnovni protokol za zaznavo okužbe s qPCR so Blooi in 
sod. (2013) nadgradili v metodo dvojnega qPCR (duplex qPCR), ki omogoča istočasno 
zaznavo B. dendrchaobatidis in B. salamandrivorans. Redkeje uporabljeni načini za 
detekcijo hitridiomikoze so še imunohistokemijski (Berger in sod., 2002; Van Ells in sod., 
2003; Olsen in sod., 2004) in elektronsko-mikroskopski pristopi (Berger in sod., 2002). 
 
 
2.6.1 Verižna reakcija s polimerazo v realnem času in tehnologija TaqMan® 
 
Verižna reakcija s polimerazo (PCR) je metoda, pri kateri encimsko pomnožujemo izbran 
del tarčnega zaporedja DNA, pri čemer se število kopij tarčnega zaporedja eksponentno 
povečuje. Kvantitativna verižna reakcija s polimerazo (qPCR) je nadgradnja standardne 
reakcije PCR, ki s sprotno vezavo fluorescentnega označevalca na pomnožke omogoča 
posredno spremljanje njihove količine med samo reakcijo (Lee in sod., 2004). Reakcija 
poteka v cikličnem termostatu, kjer se temperatura zvezno spreminja v ponavljajočih se 
ciklih, tako kot pri klasičnem PCR, aparatura pa je nadgrajena s sistemom za zaznavo 
fluorescence v reakciji. Vsak cikel poteka v dveh fazah. Prva faza zajema denaturacijo DNA 
pri temperaturi višji od 94–98°C, druga faza pa prileganje začetnih oligonukleotidov (in 
fluorescenčno označenih oligonukleotidnih sond) ter podaljševanje DNA pri temperaturah 
68–72 °C z DNA-polimerazo (Mackay, 2004; Lee in sod., 2004). 
 
Detekcija novonastalih produktov PCR z vezavo fluorescenčnih sond na komplementarno 
tarčno DNA je visoko specifična, intenziteta fluorescence pa se povečuje sorazmerno s 
količino produkta PCR. To omogoči kvalifikacijo pomnožka na podlagi znanega števila 
pomnoževalnih ciklov, pa tudi izračun začetne količine tarčnega zaporedja (v našem primeru 
patogena) v reakciji (Holzapfel in Wickert, 2007; Lee in sod., 2004). 
 
Sistem TaqMan® sodi med specifične metode določanja pomnožkov PCR in omogoča 
specifično vezavo označenih sond na določeno verigo DNA z izkoriščanjem principa 
fluorescenčnega resonančnega prenosa energije (FRET, ang. »fluorescence resonance 
energy transfer«). Oligonukleotidna sonda TaqMan® je na 5`-koncu označena s 
20 
Vek M. Testiranje dvoživk na prisotnost hitridnih gliv v Sloveniji. 
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2021  
 
poročevalskim barvilom (ang. »reporter«), na 3`- koncu pa je pripet dušilec (ang. 
»quencher«) ter je komplementarna specifičnemu delu DNA, ki ga dokazujemo. Dušilec 
zavira oddajanje fluorescence reporterskega barvila dokler sta barvili vezani na sondo, torej 
če sta molekuli oddaljeni manj kot 0,1 nm. Pri podaljševanju verige DNA eksonukleazna 
aktivnost DNA-polimeraze povzroči odcep reporterskega barvila in s tem se sonda razgradi 
(Holzapfel in Wickert, 2007). Reportersko barvilo lahko ob ekscitaciji z lasersko svetlobo 
zaradi odcepa dušilca od reporterskega barvila oddaja energijo v obliki fluorescence, saj 
dušilec več ne absorbira elektromagnetnega valovanja poročevalca (Arya in sod., 2005). 
Osnova merjenju signala dvojno označenih sond je proces FRET. To je spektroskopski 
proces, pri katerem gre za prenašanje energije med molekulami, ki so oddaljene za 10–100 Å 
in imajo prekrivajoče se emisijske in absorpcijske spektre. Prenos energije poteka od 
reporterskega k zaviralnemu fluorogenu, ki oddaja energijo v obliki toplote ali fluorescence 
(Mackay, 2004; Lee in sod., 2004). 
 
Povečanje fluorescenčnega signala pomeni povečanje količine pomnožka PCR. Rezultat 
reakcije kvantitativnega PCR je krivulja pomnoževanja (slika 8), ki nam jo na osnovi 
izmerjenih vrednosti fluorescence poda računalnik in prikazuje odvisnost jakosti 
fluorescence posameznih vzorcev od števila ciklov (Mackay, 2004). V začetnih ciklih 
fluorescence produkta ne zaznamo, saj je fluorescenčni signal ozadja večji. V tej fazi 
določimo bazno linijo. Količina produkta in s tem fluorescenca kmalu narasteta do pražne 
vrednosti, ko lahko zaznamo signal, saj je presežena fluorescenca ozadja. Cikel, ki 
predstavlja začetek eksponentne faze, kjer fluorescenca preseže pražno vrednost, imenujemo 
pražni (ang. »threshold«) cikel (Ct). Vrednost Ct je obratno sorazmerna začetni količini DNA 
in je manjša, če je v vzorcu več tarčne DNA. Med linearno fazo se količina produkta PCR z 
vsakim ciklom podvoji, saj vladajo optimalni pogoji pomnoževanja. Po določenem številu 
ciklov linearni fazi sledi še faza platoja. V tej fazi se aktivnost DNA-polimeraze in 
koncentracija oligonukleotidnih začetnikov zmanjšata in pomnoževanje se upočasni (Wong 
in Medrano, 2005; Miller in Andre, 2014).  
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Slika 8: Faze pomnoževalne krivulje pri qPCR. Vrednost Ct predstavlja cikel, pri katerem fluorescenca naraste 
čez bazno linijo. Kvantifikacija je možna iz podatkov pridobljenih iz linearne faze, kajti le takrat vladajo 
optimalni pomnoževalni pogoji. Prikazana krivulja je podana v logaritemskih vrednostih (povzeto po Applied 
Biosystems StepOneTM Reagent Guide, 2008). 
 
Vrednost Ct lahko uporabimo za kvantifikacijo pomnožka PCR. Pri kvantitativnem PCR v 
realnem času (qPCR) lahko za vrednotenje rezultatov uporabimo absolutno ali relativno 
kvantifikacijo. Z absolutno kvantifikacijo lahko določimo točno količino tarčne DNA v 
vzorcu. Izražanje tarčnega gena v vzorcu kvantitativno primerjamo s standardom (serijsko 
redčena DNA znane koncentracije) na podlagi Ct vrednosti, pri čemer je pomembno, da 
imata podobno pomnoževalno kinetiko (Wong in Medrano, 2005; Miller in Andre, 2014). 
 
 
2.7 PREPREČEVANJE ŠIRJENJA IN NADZOR HITRIDIOMIKOZE  
 
Razširitev hitridiomikoze v naravnem okolju je nepovratna, zato je pri preprečevanju 
nadaljnjega širjenja bolezni izrednega pomena preventiva. Posameznik lahko poskrbi za 
razkuženo terensko opremo, ki jo prenaša iz enega vodnega telesa do drugega. Zadošča 
čiščenje z 10-% vodno raztopino belila za opremo (škornji, mreže ...) in kombinacija toplote 
ter sušenja za oblačila (Young in sod., 2007). S prostoživečimi dvoživkami je potrebno 
rokovati v nitrilnih rokavicah brez smukca, ki jih med rokovanjem s posameznimi osebki 
zamenjamo, saj pomembno zmanjšajo verjetnost prenosa patogena (Thomas in sod., 2020). 
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Največje tveganje za širjenje hitridnih gliv predstavlja nenameren in naključen transport 
dvoživk. Najpogostejša načina razširjanja sta uporaba dvoživk kot ribiške vabe in izpuščanje 
dvoživk iz ujetništva (Obendorf, 2005). 
 
Za zdravljenje s hitridiomikozo okuženih prostoživečih populacij dvoživk še ne obstaja 
protokol, saj predlagani pristopi zdravljenja živali v ujetništvu (zviševanje temperature 
okolja, antimikotiki, antibiotik kloramfenikol in biološki pristopi) v naravi niso mogoči 
(Woodhams in sod., 2003; Blooi in sod., 2015). 
 
Pri zatiranju B. dendrobatidis v naravi se kot najobetavnejši pristop kaže povečanje prirojene 
telesne obrambe dvoživk s spodbujanjem rasti njihove naravne kožne mikrobiote, sposobne 
zaviranja rasti B. dendrobatidis (Harris in sod., 2006, Woodhams in sod., 2007). Za 
zdravljenje živali v ujetništvu, okuženih z B. dendrobatidis, se je kot najvarnejša in 
najučinkovitejša izkazala inkubacija živali pri povišani temperaturi za omejen čas 
(Woodhams in sod., 2003). Žabe vrste Litoria chloris so raziskovalci okužili z B. 
dendrobatidis in jih nato dva dni zapored za 8 ur izpostavili temperaturi 37 °C ter jih tako 
popolnoma ozdravili okužbe (Woodhams in sod., 2003). Retallick in Miera (2007) sta 
izvedla podobno raziskavo, kjer sta okužila žabo vrste Pseudacris triseriata in jo za 5 dni 
izpostavila temperaturi 32 °C. Tudi v njunem primeru je bila žaba ob koncu zdravljenja brez 
prisotnosti patogena. Kljub temu inkubacija pri povišani temperaturi ne deluje pri vseh 
vrstah dvoživk (Young in sod., 2007). 
 
Tudi B. salamandrivorans se lahko pri živalih v ujetništvu zdravi s kombinacijo inkubacije 
pri povišani temperaturi in uporabo fungicidov. Najučinkovitejše je sočasno zdravljenje z 
obema pristopoma (Blooi in sod., 2015). Rast B. salamandrivorans zavirajo antimikotiki 
vorikonazol, polimiksin E, itrakonazol in terbinafin (Blooi in sod., 2015). Učinkovito je bilo 
tudi zadrževanje okuženih močeradov 10 dni pri temperaturi 25 °C (Blooi in sod., 2015). 
Stegen in sod. (2017) so odkrili, da navadni močerad (Salamandra salamandra) na B. 
salamandrivorans ne razvije imunskega odziva. Preživetje okuženih dvoživk izboljša tudi 
povišana slanost v okolju, višje koncentracije soli pa otežijo prenos patogena med okuženimi 
in zdravimi osebki (Clulow in sod., 2017). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
Terensko delo je potekalo v sezoni pojavljanja odraslih dvoživk v letih 2017, 2018 in 2019. 
Laboratorijsko delo je potekalo v letih 2017–2020. Zaradi specifičnih ekoloških potreb glede 
izbire habitatov in načina življenja različnih vrst dvoživk, zajetih v raziskavo, so bile metode 
lova prilagojene vsaki vrsti posebej. Za določitev lokacij posameznih vrst smo uporabili 
literaturne vire, podatkovno zbirko Herpetološkega društva – Societas herpetologica 
slovenica in osebna opažanja strokovnjakov na terenu. 
 
 
3.1 MESTA VZORČENJA 
 
Vzorčenje je potekalo na izbranih lokacijah po celi Sloveniji (Slika 9). Zbrali smo 110 
vzorcev, kjer smo poskusili zajeti brise osebkov različnih vrst iz geografsko čim bolj 
različnih predelov Slovenije. Vzorčili smo v osrednjeslovenski, goriški, gorenjski, obalno-
kraški, primorsko-notranjski, savinjski, podravski in pomurski regiji ter v jugovzhodni 
Sloveniji, osredotočili pa smo se predvsem na mesta, kjer je bila verjetnost prisotnosti 
hitridnih gliv visoka zaradi turizma, vlaganja rib ali najdbe tujerodne invazivne vrste 
dvoživke. V manjši meri smo vzorčili tudi odročna mesta, kot so gorski habitati, jame in kali 
v večjih gozdnih kompleksih, kjer je bila verjetnost prisotnosti hitridiomikoze ocenjena kot 
nižja. Vzorčili smo na 50 različnih lokacijah, na posamezni lokaciji smo vzorčili od enega 
do 10 osebkov (Preglednica 2, Slika 9). Vzorčenje je bilo večstopenjsko in namensko. 
Najprej smo izbrali širša območja vzorčenja na podlagi geografske razporeditve različnih 
vrst dvoživk, saj smo v raziskavo želeli vključiti vse vrste, ki se pojavljajo v Sloveniji, prav 
tako smo želeli vključiti večino regij Slovenije, če je bilo mogoče, pa smo na tako izbranih 
lokacijah poiskali vodna telesa, ki so bila turistično, ribolovno ali kako drugače 
obremenjena. Vzorčili smo tudi teraristične živali v ujetništvu (Preglednica 3) na Oddeleku 
za biologijo Biotehniške fakultete v Ljubljani (Lastnik 1), v Laboratoriju Tular v Kranju 
(Lastnik 2) in v Živalskem vrtu Ljubljana (Lastnik 3). Pri izbiri lokacij smo se primarno 
usmerili v iskanje točno določenih, na lokacijo vezanih vrst dvoživk, sočasno pa smo vzorčili 
tudi splošno razširjene vrste, ki smo jih na preiskovanem območju našli po naključju. 
 
Preglednica 2: Mesta vzorčenja dvoživk iz narave za pregled prisotnosti hitridnih gliv. 
Št. lokacije Lokacija Pokrajina GKY1 GKX2 
1 Fiesa Slovenska Istra 389640 43033 
2 Dvori Slovenska Istra 416959 35664 
3 Dvori Slovenska Istra 416775 35877 
4 Lipica Kras 413460 59686 
5 Jama Sežanske reke Kras 410852 60198 
6 Vogrsko Goriška 398287 87107 
7 Vipava Primorska 419926 79063 
se nadaljuje 
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nadaljevanje Preglednice št. 2: Mesta vzorčenja dvoživk iz narave za pregled prisotnosti hitridnih gliv. 
Št. lokacije Lokacija Pokrajina GKY1 GKX2 
8 Veliko Polje Primorska 420771 69648 
9 Vilharjev rov Notranjska 432529 75010 
10 Črna jama Notranjska 438617 73230 
11 Planinska jama Notranjska 441768 75361 
12 Rakov Škocjan Notranjska 445260 72584 
13 Rakov Škocjan Notranjska 445251 72251 
14 Pako Osrednja Slovenija 451690 89525 
15 Pako Osrednja Slovenija 451695 89483 
16 Ljubljana Osrednja Slovenija 459375 101184 
17 Bistra Osrednja Slovenija 448780 88981 
18 Ljubljana Osrednja Slovenija 458704 97992 
19 Ljubljansko barje Osrednja Slovenija 458408 97845 
20 Draga pri Igu Osrednja Slovenija 465603 87962 
21 Draga pri Igu Osrednja Slovenija 465597 87944 
22 Ljubljana Osrednja Slovenija 462778 99684 
23 Draga pri Igu Osrednja Slovenija 465318 87632 
24 Vrhnika Osrednja Slovenija 445551 90442 
25 Ljubljana Osrednja Slovenija 459829 100836 
26 Gunclje Osrednja Slovenija 457585 106464 
27 Drenik Dolenjska 468942 89573 
28 Huda Polica Dolenjska 469508 90477 
29 Medvednjak Dolenjska 477867 51155 
30 Bruhalnik Šice Dolenjska 497456 73759 
31 Kompoljska jama Dolenjska 479231 72868 
32 Vir pri Stični Dolenjska 486437 89425 
33 Požiralnik pri Remihovem mlinu Dolenjska 492209 56692 
34 Bobnova jama Dolenjska 496075 74007 
35 Jelševnik Bela krajina 512079 47622 
36 Mavsarjeva jama Bela krajina 515364 51581 
37 Ribčev Laz Gorenjska 412684 126549 
38 Ojstrica Koroška 472722 134842 
39 Ojstrica Koroška 475294 132881 
40 Kidričevo Štajerska 558847 140249 
41 Kidričevo Štajerska 559740 140179 
42 Pleterje Štajerska 558135 142816 
43 Šikole Štajerska 552623 137584 
44 Videž Štajerska 544754 135365 
45 Videž Štajerska 544294 135184 
46 Bakovci Prekmurje 585769 164073 
47 Hodoš Prekmurje 600208 188989 
48 Vreja Prekmurje 593539 192472 
49 Boreci Prekmurje 587123 156875 
50 Petanjci Prekmurje 580179 167910 
1,2 
Gauß-Krüger-jeve koordinate y in x (Epsg: 3911, Mgi 1901 / slovenia grid) 
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Slika 9: Zemljevid Republike Slovenije s 50 lokacijami vzorčenj za detekcijo hitridnih gliv. Pripisane številke 
lokacij ustrezajo lokacijam, navedenim v Preglednici 2. 
 
3.2 VZORČENE VRSTE 
 
Cilj raziskave je bil zajeti vzorce vseh domorodnih vrst dvoživk, prisotnih v Sloveniji. Na 
vsaki izbrani lokaciji smo tako vzorčili osebke tarčne vrste, na podlagi katere smo izbrali 
lokacijo in pogoste vrste, ki smo jih uspeli ujeti na isti lokaciji. Na nekaterih lokacijah, ki so 
bile izbrane zaradi večje verjetnosti prisotnosti hitridnih gliv, smo vrste vzorčili neselektivno 
ali pa smo poskusili zajeti vzorce potencialnih vektorskih vrst, kot so nižinski urh (Bombina 
bombina), hribski urh (Bombina variegata), debeloglavka (Pelophylax ridibundus), pisana 
žaba (Pelophylax lessonae) in zelena žaba (Pelophylax kl. Esculentus) (Daum in sod., 2012; 
Woodhams in sod., 2012; Spitzen-van der Sluijs in sod., 2017). Ker debeloglavke 
(Pelophylax ridibundus), pisane žabe (Pelophylax lessonae) in zelene žabe (Pelophylax kl. 
esculentus) samo na podlagi morfoloških znakov in brez genetskih analiz ne moremo 
zanesljivo ločiti med seboj, bo v nadaljevanju uporabljeno ime zelena žaba, ki se nanaša na 
podrod zelenih žab (Pelophylax) in zajema vse tri vrste. 
 
V raziskavo smo zajeli 19 domorodnih in tri tujerodne vrste (Preglednica 3). Manj razširjene 
vrste, ki so vezane na določene geografske lokacije ter habitate in smo jih zajeli v raziskavo, 
so bile planinski močerad (Salamandra atra), nižinski urh (Bombina bombina), človeška 
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ribica (Proteus anguinus) ter črna oblika človeške ribice (Proteus anguinus parkelj), 
navadna česnovka (Pelobates fuscus), plavček (Rana arvalis), laška žaba (Rana latastei), 
zelena krastača (Bufotes viridis) in invazivna tujerodna volovska žaba (Lithobates 
catesbeianus). Splošno razširjeni taksoni, ki smo jih vzorčili, so bili veliki pupek (Triturus 
carnifex), navadni pupek (Lissotriton vulgaris), planinski pupek (Ichthyosaura alpestris), 
navadni močerad (Salamandra salamandra), navadna krastača (Bufo bufo), hribski urh 
(Bombina variegata), rosnica (Rana dalmatina), sekulja (Rana temporaria), zelena žaba 
(Pelophylax spp.) in zelena rega (Hyla arborea). V raziskavo smo vključili še dve tujerodni 
vrsti iz ujetništva, to sta navadna krempljarka (Xenopus laevis) in mehiški aksolotl 
(Ambystoma mexicanum) z Oddelka za biologijo na Biotehniški fakulteti v Ljubljani ter dve 
domorodni vrsti iz ujetništva, to sta človeška ribica z Oddelka za biologijo na Biotehniški 
fakulteti (Lastnik 1) ter iz Laboratorija Tular v Kranju (Lastnik 2) in zelena krastača iz 
Živalskega vrta v Ljubljani (Lastnik 3). Donavski pupek (Triturus dobrogicus) je bila edina 
domorodna vrsta, katere vzorca nismo uspeli pridobiti. 
 
Preglednica 3: Vrste vzorčenih osebkov dvoživk iz narave in ujetništva za pregled prisotnosti hitridnih gliv. 
Pripisane številke lokacij ustrezajo lokacijam, navedenim v Preglednici 2 in Sliki 9. 
Vrsta Število osebkov Št. lokacije 
 
Osebki iz narave   
Bombina bombina 5 46 
Bombina variegata 6 2, 3, 43, 44, 45 
Bufo bufo 9 8, 13, 16, 28, 37 
Bufotes viridis 1 41 
Hyla arborea 3 25, 26, 40 
Lithobates catesbianus 1 1 
Pelobates fuscus 1 42 
Pelophylax spp. 5 4, 12, 40, 47 
Rana arvalis 10 18, 27, 48 
Rana dalmatina 2 16, 40 
Rana latastei 1 6 
Rana temporaria 6 16, 19, 23, 48 
Triturus carnifex 4 14, 22 
Ichthyosaura alpestris 4 21, 29, 39  
Lissotriton vulgaris 5 15, 17, 20, 40 
Salamandra atra 1 38 
Salamandra salamandra 1 16 
Proteus anguinus anguinus 33 5, 7, 9, 10, 11, 24, 30-36 
Proteus anguinus parkelj 2 35 
   
Osebki iz ujetništva   
Bufotes viridis 1 Lastnik 3 
Proteus anguinus 7 Lastnik 1, 2  
Xenopus laevis 2 Lastnik 1 
Ambystoma mexicanum 4 Lastnik 1 
27 
Vek M. Testiranje dvoživk na prisotnost hitridnih gliv v Sloveniji. 
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2021  
 
3.3 POTEK VZORČENJA 
 
Terensko delo je potekalo po standardni metodologiji (Heyer in sod., 1994) v skladu s 
pristojnostmi na podlagi dovoljenja za ujetje, vznemirjanje in začasen odvzem iz narave vseh 
vrst dvoživk (Amphibia), izdanega Biotehniški fakulteti s strani Ministrstva Republike 
Slovenije za okolje in prostor pod šifro 35601-8/2016-4 z dne 25. 2. 2016. 
 
Lokacije vseh najdenih osebkov dvoživk smo na terenu odčitali z Garmin GPSmap 64s ali 
zabeležili na natisnjenem digitalnem ortofoto posnetku (v merilu 1:5000). V pripravljen 
popisni list smo zapisali lokacijo, datum, vrsto, starostno skupino, spol in vse netipične 
fizične lastnosti, kot so lezije ter druge posebnosti. 
 
Dvoživke smo ulovili z vodnimi mrežami, nekatere osebke pa tudi ročno. Volovsko žabo 
smo ulovili z vodno pastjo – vršo. Uporabljeno opremo smo ob vsaki menjavi lokacije 
razkužili. Za rokovanje z ulovljenimi osebki smo uporabili nitrilne rokavice, ki smo jih po 
uporabi shranili v posebno vrečo in nato ustrezno zavrgli. Dvoživkam smo na mestu ulova 
odvzeli bris kože z aplikatorjem s sintetično ščetko (brisom) 4N6 (FLOQSwabs®, Italija). 
Pred jemanjem brisa smo z živali, ki smo jo nameravali vzorčiti, odstranili morebitne ostanke 
organskega materiala, listja in zemlje ter jo dobro sprali s čisto vodo iz plastenke ali 
razpršilke, saj lahko umazanija in zemlja vsebujeta inhibitorje PCR, zato bi lahko bili 
testirani vzorci kasneje lažno negativni (Hyatt in sod. 2007). Brise smo odvzeli na področju 
okončin in po trebušni strani živali, saj je tam verjetnost okužbe najvišja (Hyatt in sod., 
2007). Večjim brezrepim dvoživkam, kot so na primer odrasle zelene in rjave žabe, smo 
odvzeli vzorec tako, da smo s ščetko petkrat podrgnili levo lateralno, petkrat desno lateralno 
in petkrat medialno po trebušni strani živali (Slika 10). Nato smo odvzeli bris medeničnega 
polja in spodnje strani obeh stegen, ki smo jih z isto ščetko na rahlo podrgnili petkrat. Na 
koncu smo s ščetko podrgnili še vse štiri okončine s spodnje strani ter med prsti, vsaka noga 
je bila pobrisana petkrat. V seštevku je bil vsak osebek večje brezrepe dvoživke z brisom 
podrgnjen vsaj 70-krat. Pri manjših brezrepih dvoživkah, kot so na primer urhi, smo to 
število smiselno zmanjšali glede na velikost osebka, izredno majhnih in mladih osebkov pa 
nismo vzorčili. Večje repate dvoživke, kot so močeradi, smo vzorčili tako, da smo s ščetko 
žival podrgnili skupaj 20-krat po trebušni strani živali, 10-krat od kloake do konice spodnje 
strani repa ter petkrat po vsaki okončini. V seštevku smo za odvzem vzorca vsak osebek 
večje repate dvoživke podrgnili vsaj 60-krat. Manjšim repatim dvoživkam, kot so vsi naši 
domorodni pupki, smo zaradi njihove krhkosti in nevarnosti poškodb pri rokovanju z njimi 
vzorce odvzeli tako, da smo jih posamično položili v čisto plastično vrečko, iz katere so težje 
ušle in jih z brisom podrgnili petkrat po vsaki nogi, petkrat po repu s spodnje strani in 10-
krat po trebušni strani trupa. V seštevku smo vsak osebek manjše repate dvoživke podrgnili 
vsaj 35-krat.  
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Slika 10: Odvzem brisa odrasli sekulji (Rana temporaria) na terenu v Prekmurju. 
 
Vse domorodne vrste dvoživk smo takoj po odvzemu vzorca izpustili na mestu ulova. 
Odvzete brise smo nato označili in jih shranili v zbiralne vrečke ter jih za potrebe transporta 
na lokaciji odložili v hladilno torbo, nato pa v čimkrajšem možnem času zamrznili pri -20 °C 
(Hyatt in sod., 2007). Ker smo nekatere vzorce odvzeli na zelo odročnih lokacijah (predvsem 
visokogorske lokacije), je včasih transport lahko trajal tudi več ur, vzorci pa so bili med tem 
izpostavljeni tudi višjim temperaturam. Pri vzorcih živali iz ujetništva teh težav ni bilo, saj 
smo lahko brise takoj po vzorčenju zamrznili pri -20 °C. 
 
 
3.3.1 Protokol razkuževanja terenske opreme  
 
Po vsakem terenskem dnevu ter pred vsako menjavo lokacije smo terensko opremo, ki je 
zajemala škornje, mreže za lovljenje dvoživk, vrše in vedra, ustrezno očistili s krtačo in vodo. 
Očiščeno terensko opremo smo nato razkužili z razkuževalno raztopino znamke Ecocid® S 
(Krka, Slovenija), ki smo jo z razpršilko nanesli po celotni površini opreme, pustili delovati 
15 min ter opremo nato splaknili s čisto vodo. Prav tako smo razkužili tudi krtačo. Če je 
teren potekal na lokacijah, kjer smo predpostavili, da je verjetnost za prisotnost hitridnih gliv 
zelo visoka, to je bilo po najdbi volovske žabe in pri vzorčenju ob meji z Madžarsko (Vörös 
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in sod., 2018), smo terensko opremo preventivno namočili še v 1-% raztopini natrijevega 
hipoklorita za 20 min (Phillott in sod., 2010; Girotti, 2015). Po vsakem terenskem delu smo 
opremo dobro posušili, če je bilo mogoče, na soncu. Občutljivo opremo, kot je navigacijska 
naprava in pisala, smo očistili z razkužilnimi robčki za enkratno uporabo. Pri razkuževanju 
opreme smo uporabljali čiste rokavice, ki smo jih po uporabi zavrgli. Pri lovu dvoživk in 
jemanju vzorcev smo skušali kar se da zmanjšati stres za ulovljene dvoživke, saj imajo živali 
pod stresom večje tveganje za okužbo (Phillott in sod., 2010). 
 
 
3.4 DETEKCIJA HITRIDNIH GLIV Z VERIŽNO REAKCIJO S POLIMERAZO V 
REALNEM ČASU (qPCR) 
 
Uspešna kontrola patogenov in obvladovanje okužb prostoživečih dvoživk ni mogoča brez 
natančne in zanesljive identifikacije prisotnega patogena. Izolacija DNA in standardizirana 
diagnostika hitridnih gliv na osnovi qPCR (Hyatt in sod., 2007; Walker in sod., 2007; Blooi 




3.4.1 Izolacija DNA iz brisov kože dvoživk 
 
Protokol izolacije DNA iz brisov kože dvoživk smo povzeli po metodah Hyatt in sod. (2007) 
ter Walker in sod. (2007). 
 
Brise (4N6 FLOQSwabs®, COPAN), ki smo jih hranili v zamrzovalniku pri temperaturi 
- 20 °C, smo prenesli na z natrijevim hipokloritom očiščeno delovno površino. Ščetko iz 
brisa smo odščipnili s sterilnimi škarjami in jo prenesli v 1,5 mL mikrocentrifugirko, ki smo 
jo predhodno napolnili s 400 µL raztopine DS. Sestava te posnema sestavo vode v mlakah 
ali ribnikih, pripravili pa smo jo tako, da smo zmešali en del 10 mM KH2PO4, en del 
100 µM MgCl2 in dva dela 10 µM CaCl2 (Boyle in sod., 2004). 
 
Ščetke brisov, namočene v raztopini DS v centrifugirkah, smo namestili v stresalnik 
(Eppendorf, Nemčija) in jih stresali 30 min pri hitrosti 800 obratov/min in sobni temperaturi. 
Medtem smo pripravili 2 mL mikrocentrifugirke, v katere smo namestili koške (ang. »Spin 
basket«) NAO™ 3002C proizvajalca Copan. Suspenzijo smo skupaj s ščetkami premestili v 
koške in jo v centrifugi (Eppendorf, Nemčija, standardni 30-mestni rotor) centrifugirali 
6 min pri maksimalni hitrosti 14000 obratov/min in sobni temperaturi. Košek s ščetko smo 
nato odstranili in shranili pri -20 °C. V centrifugirki smo supernatant odstranili, pelet pa 
resuspendirali v 50 µL reagenta PrepMan® Ultra Sample Preparation Reagent (Applied 
Biosystems, Thermo Fischer Scientific) in inkubirali 10 min pri 100 °C. Po inkubaciji smo 
vzorec hladili 2 min in nato centrifugirali pri hitrosti 14000 obratov/min 3 min pri sobni 
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temperaturi. Supernatant z izolirano DNA smo prenesli v sterilno 1,5 mL mikrocentrifugirko 
ter do uporabe hranili pri -20 °C.  
 
 
3.4.2 Verižna reakcija s polimerazo v realnem času (qPCR) 
 
Za ugotavljanje prisotnosti DNA hitridnih gliv B. dendrobatidis in B. salamandrivorans v 
vzorcih DNA, izoliranih iz brisov kože dvoživk, smo uporabili verižno reakcijo s polimerazo 
v realnem času (qPCR) na osnovi sonde (tehnologija TaqMan). 
 
Pomnoževanje 146 bp dolgega dela notranjega prepisnega vmesnika 1 (ITS1) in začetka 
gena za 5.8S rRNA pri B. dendrobatidis ter 160 bp dolgega fragmenta gena 5.8S rRNA pri 
B. salamandrivorans s qPCR smo izvedli po protokolu opisanem v članku Boyle in sod. 
(2004) za B. dendrobatidis in po protokolu v članku Blooi in sod. (2013) za B. 
salamandrivorans. Izvedli smo enojni qPCR (ang. »simplex qPCR«). Začetni 
oligonukleotidi (ang. »primer«) ter sonde, ki smo jih uporabili, so podani v Preglednici 4. 
 
Preglednica 4: Seznam začetnih oligonukleotidov in sond za detekcijo patogenov Batrachochytrium 
dendrobatidis in B. salamandrivorans. 
Vrsta Ime začetnega 
oligonukleotida/sonde 
Nukleotidno zaporedje Referenca 
Bd 5.8S Chytr (smerni) 5'-AGCCAAGAGATCCGTTGTCAAA-3' Boyle in sod., 
2004 




Boyle in sod., 
2004 
Bd Chytr MGB2 (sonda) 5'- FAM*-CGAGTCGAA CAAAAT- MGBNFQ*-3' Boyle in sod., 
2004 
Bsal STerF (smerni) 5′-TGCTCCATCTCCCCCTCTTCA-3′ Blooi in sod., 
2013 
Bsal STerR (protismerni) 5′-TGAACGCACATTGCACTCTAC-3′ Blooi in sod., 
2013 
Bsal STerC (sonda) 5′- Yakima Yellow*-
ACAAGAAAATACTATTGATTCTCAAACAGGCA- 
BHQ1*-3′   
Blooi in sod., 
2013 
    
TaqMan® sonda Chytr MGB2, ki smo jo uporabili za B. dendrobatidis, ima na 5' koncu kot 
poročevalec (ang. »reporter«) fluorescentno barvilo FAM (6-karboksifluorescein), na 3' 
koncu pa ima molekulo dušilca, ki ne fluorescira (ang. »nonfluorescently quenched« – NFQ) 
in sicer molekulo MGB (ang. »minor groove binder«), ki omogoča stabilnejšo vezavo sonde 
na tarčno zaporedje. Sonda STerC, bazirana na 5.8S rRNA genu B. salamandrivorans ima 
kot poročevalec barvilo Yakima Yellow® in za molekulo dušilca BHQ-1.  
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Za pripravo reakcij smo uporabljali mešanico reagentov TaqMan™ Fast Advanced Master 
Mix (Applied Biosystems, Thermo Fischer Scientific). Ta je vsebovala optimiziran pufer za 
PCR, barvilo ROX (pasivno referenčno barvilo za qPCR), polimerazo DNA (AmpliTaq® 
Fast), mešanico dNTP z dUTP in uracil-N-glikozidazo (ang. »AmpErase UNG«), ki z 
odstranjevanjem uracilov v enoverižni ali dvoverižni DNA (Longo in sod., 1990) prepreči 
ponovno pomnoževanje produktov PCR že po poteku same reakcije. Kot matrično DNA 
smo uporabili DNA (izolacija opisana pod 3.4.1), ki smo jo za prvi set poskusov 10-krat 
redčili z vodo Milli-Q®, v drugem pa smo uporabili neredčeno DNA.  
 
Reakcijsko mešanico smo pripravili po navodilih proizvajalca v končnem volumnu 12 µL  
s končno koncentracijo oligonukleotidnih začetnikov 900 nM za B. dendrobatidis in 300 nM 
za B. salamandrivorans. Končna koncentracija sond je bila 250 nM za B. dendrobatidis in 
100 nM za B. salamandrivorans. Vsak vzorec smo pripravili v dveh ponovitvah, poleg tega 
smo izvedli še paralelni reakciji brez DNA – negativni kontrolni reakciji (NTC – ang. »no 
template control«). V vzorce za negativno kontrolno reakcijo smo v reakcijsko mešanico 
namesto DNA dodali enak volumen (3 µL) vode Milli-Q®, da smo lahko preverili 
specifičnost oligonukleotidnih začetnikov (nastajanje dimerov) in čistost komponent 
reakcijske mešanice. Sestava reakcijske mešanice je prikazana v Preglednici 5 in 
Preglednici 6.  
 
Preglednica 5: Sestava qPCR reakcijske mešanice za detekcijo B. dendrobatidis. 
Reagent Volumen 
ddH2O 1,2 μL 
TaqMan™ Fast Advanced Master Mix 6 μL 
začetni oligonukleotid 5.8S-Chytr (18 μM) 0,6 μl (900 nM) 
začetni oligonukleotid ITS1-3-Chytr (18 μM) 0,6 μl (900 nM) 
sonda Chytr MGB2 (5 μM) 0,6 μl (250 nM) 
skupno 9 μL 
Vzorec DNA 3 μL 
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Preglednica 6: Sestava qPCR reakcijske mešanice za detekcijo B. salamandrivorans. 
Reagent Volumen 
ddH2O 1,68 μL 
TaqMan™ Fast Advanced Master Mix 6 μL 
začetni oligonukleotid STerF (6 μM) 0,6 μl (300 nM) 
začetni oligonukleotid STerR (6 μM) 0,6 μl (300 nM) 
sonda STerC (10 μM)  0.12 μl (100 nM) 
skupno 9 μL 
Vzorec DNA 3 μL 
 12 μL 
 
 
Standard za B. dendrobatidis smo prejeli z Zoološkega inštituta v Londonu (Institute of 
Zoology, Zoological Society of London), standard za B. salamandrivorans pa iz Univerze v 
Gentu (University of Ghent). Pripravili smo serijske redčitve standardov z vodo Milli-Q® do 
koncentracij 204 genomskih ekvivalentov (GE)/µL, 20,4 GE/µL, 2 GE/µL in 0,2 GE/µL za 
B. dendrobatidis ter 85 GE/µL, 8,5 GE/µL, 0,8 GE/µL in 0,08 GE/µL za B. 
salamandrivorans. Tako kot vzorce smo tudi standarde nanesli v dveh ponovitvah. 
 
Po 9 μL pripravljene reakcijske mešanice smo odpipetirali v vsako vdolbino mikrotitrske 
ploščice s 96 jamicami (MicroAmp Fast 96-Well Reaction plate (0,1 mL), Applied 
Biosystems, Thermo Fischer Scientific). V vsako vdolbino smo nato odpipetirali 3 μL DNA 
(10-krat redčene oziroma neredčene). V vzorce za negativno kontrolno reakcijo smo v 
reakcijsko mešanico namesto DNA dodali enak volumen (3 µL) Milli-Q® vode, enako smo 
izvedli za standarde. Vse vzorce DNA, negativne kontrole in standarde smo nanašali v 
duplikatih. Nato smo mikrotitrsko ploščico pokrili s samolepilno folijo (Optical Adhesive 
Covers, Applied Biosystems, Thermo Fischer Scientific), jo centrifugirali (10 min pri hitrosti 
2.100  g in sobni temperaturi) ter jo vstavili v aparaturo za qPCR (StepOnePlus RealTime 
PCR System, Thermo Fischer Scientific).  
Pomnoževanje specifičnega odseka nukleotidnega zaporedja je potekalo pri pogojih, 
opisanih v Preglednici 7 in Preglednici 8. Vse hitrosti segrevanja oziroma ohlajanja smo 
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Preglednica 7: qPCR protokol ciklov in temperatur za B. dendrobatidis. 
Stopnja 
Temperatura Čas  
Št. 
ponovitev 
 50 °C 120 s 1 
Denaturacija 95 °C 600 s 1 
Denaturacija 95 °C 15 s  
42 
 Prileganje in podaljševanje 62 °C 60 s 
 
 
Preglednica 8: qPCR protokol ciklov in temperatur za B. salamandrivorans. 
Stopnja 
Temperatura Čas  
Št. 
ponovitev 
 60 °C 120 s 1 
Denaturacija 95 °C 600 s 1 
Denaturacija 95 °C 15 s  
42 
 Prileganje in podaljševanje 62 °C 60 s 
 
 
3.5 ANALIZA PODATKOV  
 
Za obdelavo rezultatov smo uporabili program StepOne v 2.3 (Thermo Fisher Scientific). 
Izbrali smo samodejno nastavitev bazne linije in linije pražne vrednosti (ang. »threshold 
line«) v spodnjem eksponentnem delu krivulje pomnoževanja. Po reakciji je program podal 
grafično predstavitev pomnoževanja vzorcev, kjer smo preverili krivuljo pomnoževanja oz. 
pravilnost multikomponentnega grafa barvil. V primeru večjih odstopanj smo tako reakcijo 
izključili iz nadaljnje obdelave podatkov.  
 
Na podlagi izmerjenega fluorescenčnega signala z upoštevanjem bazne linije in linije pražne 
vrednosti je program izračunal vrednost pražnega cikla (Ct). Vrednost Ct predstavlja število 
ciklov, pri katerem se intenziteta fluorescence dvigne nad fluorescenco ozadja. Pri večji 
količini tarčne DNA v vzorcu je fluorescenca hitreje naraščala in vrednost Ct je bila manjša. 
S primerjavo s Ct vrednostmi standardov smo nato določili absolutno količino DNA 
pomnoženega odseka v GE/µL. GE predstavlja količino DNA, ki mora biti prisotna v 
prečiščenem vzorcu, da zagotovi prisotnost vseh genov. To število se poveča s skupno 
velikostjo genoma organizma in ga lahko izračunamo s pretvorbo velikosti genoma v baznih 
parih v mikrograme DNA. Vrednost Ct je obratno sorazmerna začetni količini DNA 
(Invitrogen, 2008). Nižja kot je vrednost Ct, večja je začetna količina DNA v vzorcu, kar 
pomeni večjo infekcijo z B. dendrobatidis ali B. salamandrivorans.  
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Ker so standardi občutljivi na zmrzovanje in se lahko hitro razgradijo, kar vodi v slabo ali 
netočno ojačanje, smo najprej preverili, ali je bil niz standardov ustrezen. Na podlagi ocene 
Hyatt in sod. (2007) bi morale biti Ct vrednosti uporabljenih standardov (S) z znano količino 
GE B. dendrobatidis ali B. salamandrivorans v serijskih redčitvah naslednje: S 100 = 25,5; 
S 10 = 28,7; S 1 = 32 in S 0,1 = 35–36, z razliko največ 1 Ct. Če so bili standardi iz 
kateregakoli razloga neustrezni, bi bilo potrebno narediti nov niz standardov in ponovno 
analizirati novo ploščo. Vzorce, kjer je bila Ct vrednost večja ali enaka 40, smo imeli za 
negativne. Vrednost Ct = 38 predstavlja teoretično mejo, pri kateri se v redčitveni vrsti 
specifične tarčne molekule, ki se v qPCR reakciji pomnožuje s 100% učinkovitostjo, 
pomnoži ena sama kopija tarčnega zaporedja. Slednjega zato pri Ct enakih ali nad 40 tako 
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4 REZULTATI  
 
V raziskavi smo opravili prva testiranja dvoživk za prisotnost hitridnih gliv v Sloveniji ter 
uvedli molekularno-biološko laboratorijsko diagnostiko za omenjena patogena rodu 
Batrachochytrium. V testiranja smo poskusili zajeti čim večje število prostoživečih vrst 
dvoživk na izbranih območjih po Sloveniji. Pridobljene vzorce smo testirali na obe vrsti 
hitridnih gliv, Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) in Batrachochytrium salamandrivorans 
(Bsal). 
 
Izmed vseh vzorcev (n=110) smo prisotnost hitridnih gliv zaznali le pri vzorcu 105 
(Preglednica 9, Slika 11, Slika 12). Vzorec je bil pozitiven na B. dendrobatidis, na B. 
salamandrivorans pa je bil negativen. Pozitiven vzorec smo 14. 9. 2019 odvzeli odraslemu 
osebku zelene žabe (Pelophylax sp.), ujetem v Hodoškem jezeru v Prekmurju (GKY: 
600208, GKX 188989). Prvi duplikat pozitivnega vzorca 105 je imel vrednost Ct 34,41, 
drugi duplikat istega vzorca pa vrednost Ct 34,65. Vrednost Ct pri standardu za B. 
dendrobatidis v koncentraciji 2 genomska ekvivalenta (GE)/µL, ki je bila najbližje 
pozitivnemu vzorcu, je bila pri prvem duplikatu 36,53 in pri drugem duplikatu 35,98. 
Umeritvene krivulje nismo naredili, ker so bile vrednosti Ct paralelk nekoliko različne in 
izračuna niso omogočale. Edini pozitivni vzorec so zunanji sodelavci iz Oddelka za 
biotehnologijo in sistemsko biologijo Nacionalnega inštituta za biologijo pregledali še s 
tehniko digitalnega PCR (ddPCR), kjer so uporabili isti par začetnih oligonukleotidov kot 
pri qPCR in enake pogoje reakcije, ter tako točno določili genomski ekvivalent za B. 
dendrobatidis pri tem vzorcu. Izmerili so 4,4–5,2 GE/µL. Na isti lokaciji smo vzorčili dva 
osebka zelene žabe (n=2). Pri drugem osebku zelene žabe iz iste lokacije prisotnosti hitridnih 
gliv nismo zaznali. En (0,9 %) od 110 vzorcev je bil pozitiven na B. dendrobatidis. Vsi 
vzorčeni osebki so bili preobražene in odrasle živali, razen neoteničnih osebkov človeške 
ribice. Okuženi osebek zelene žabe ni kazal bolezenskih znakov, kot so spremembe na koži, 
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Preglednica 9: Seznam vseh v raziskavi obravnavanih vzorcev dvoživk z rezultati o prisotnosti okužbe z Batrachochytrium dendrobatidis in B. salamandrivorans.   
Št. v.1 Vrsta Št. l.2 Kraj GKY3 GKX4 Habitat/Lastnik Dt. vzor.5 Dt. izol.6 Bd/Bsal poz. 7 
1 Triturus carnifex 14 Pako 451690 89525 Drenažni jarek 11.3.2017 7.7.2017 - 
2 Lissotriton vulgaris 15 Pako 451695 89483 Drenažni jarek 11.3.2017 7.7.2017 - 
3 Lissotriton vulgaris 15 Pako 451695 89483 Drenažni jarek 11.3.2017 7.7.2017 - 
4 Rana dalmatina 16 Ljubljana 459375 101184 Kanal Pelikanščica 17.3.2017 7.7.2017 - 
5 Rana temporaria 16 Ljubljana 459375 101184 Kanal Pelikanščica 17.3.2017 7.7.2017 - 
6 Bufo bufo 16 Ljubljana 459359 101195 Asfaltirano Parkirišče  17.3.2017 7.7.2017 - 
7 Bufo bufo 16 Ljubljana 459375 101184 Kanal Pelikanščica  18.3.2017 7.7.2017 - 
8 Bufo bufo 16 Ljubljana 459451 101094 Ob cesti 18.3.2017 7.7.2017 - 
9 Rana temporaria 16 Ljubljana 459375 101184 Kanal Pelikanščica 18.3.2017 7.7.2017 - 
10 Rana temporaria 16 Ljubljana 459198 101418 Ob cesti 18.3.2017 7.7.2017 - 
11 Bufo bufo 16 Ljubljana 459252 101362 Ob cesti 22.3.2017 7.7.2017 - 
12 Bufo bufo 16 Ljubljana 459375 101184 Kanal Pelikanščica 22.3.2017 7.7.2017 - 
13 Salamandra salamandra 16 Ljubljana 459130 101619 Ob cesti 22.3.2017 7.7.2017 - 
14 Lissotriton vulgaris 17 Bistra 448780 88981 Ob cesti 24.3.3017 7.7.2017 - 
15 Proteus anguinus L1 Kranj - - Laboratorij Tular 27.1.2017 17.7.2017 - 
16 Proteus anguinus L2 Kranj - - Laboratorij Tular 27.1.2017 17.7.2017 - 
17 Xenopus laevis L 2 Ljubljana - - BF-OB Večna pot 111 25.1.2017 7.7.2017 - 
18 Xenopus laevis L1 Ljubljana - - BF-OB Večna pot 111 25.1.2917 7.7.2017 - 
19 Rana arvalis 27 Drenik 468942 89573 Poplavni gozd 19.3.2017 7.7.2017 - 
20 Rana arvalis 18 Ljubljana 458704 97992 Poplavni gozd 19.3.2017 7.7.2017 - 
21 Rana arvalis 18 Ljubljana 458704 97992 Poplavni gozd 19.3.2017 7.7.2017 - 
22 Rana arvalis 49 Boreci 587123 156875 Opuščen glinokop 19.3.2017 7.7.2017 - 
23 Rana arvalis 49 Boreci 587123 156875 Opuščen glinokop 19.3.2017 7.7.2017 - 
24 Rana arvalis 49 Boreci 587123 156875 Opuščen glinokop  19.3.2017 7.7.2017 - 
25 Rana arvalis 49 Boreci 587123 156875 Opuščen glinokop 19.3.2017 17.7.2017 - 
26 Rana arvalis 49 Boreci 587123 156875 Opuščen glinokop 19.3.2017 17.7.2017 - 
27 Rana arvalis 49 Boreci 587123 156875 Opuščen glinokop 19.3.2017 17.7.2017 - 
28 Rana arvalis 50 Petanjci 580179 167910 Poplavni gozd 19.3.2017 17.7.2017 - 
29 Pelophylax sp. 12 Rakov Škocjan 445260 72584 Reka Rak 27.6.2017 24.10.2017 - 
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nadaljevanje Preglednice št. 9: Seznam vseh v raziskavi obravnavanih vzorcev dvoživk z rezultati o prisotnosti okužbe z Bd in Bsal. 
Št. v.1 Vrsta Št. l.2 Kraj GKY3 GKX4 Habitat/Lastnik Dt. vzor.5 Dt. izol.6 Bd/Bsal poz. 7 
30 Rana temporaria 19 Ljubljanko barje 458408 97845 Gozdni kompleks Log 23.3.2017 17.7.2017 - 
31 Bufo bufo 28 Huda polica 469508 90477 Gozd 8.4.2017 17.7.2017 - 
32 Lissotriton vulgaris  20 Draga pri Igu 465603 87962 Pod kamnom ob potoku 20.5.2017 17.7.2017 - 
33 Ichtyosaura alpestris  21 Draga pri Igu 465597 87944 Pod kamnom ob potoku 19.5.2017 24.10.2017 - 
34 Triturus carnifex 22 Ljubljana 462778 99684 Bazen v Botaničnem vrtu 4.4.2017 17.7.2017 - 
35 Triturus carnifex 22 Ljubljana 462778 99684 Bazen v Botaničnem vrtu 4.4.2017 17.7.2017 - 
36 Triturus carnifex 22 Ljubljana 462778 99684 Bazen v Botaničnem vrtu  4.4.2017 17.7.2017 - 
37 Proteus anguinus 7 Vipava 419926 79063 Bela jama 2.5.2017 17.7.2017 - 
38 Proteus anguinus 7 Vipava 419926 79063 Bela jama 11.11.2016 17.7.2017 - 
39 Proteus anguinus 7 Vipava 419926 79063 Bela jama 11.11.2016 17.7.2017 - 
40 Proteus anguinus L1 Ljubljana - - BF-OB Večna pot 111 27.11.2015 17.7.2017 - 
41 Proteus anguinus L1 Ljubljana - - BF-OB Večna pot 111 27.11.2015 17.7.2017 - 
42 Proteus anguinus L1 Ljubljana - - BF-OB Večna pot 111 27.11.2015 17.7.2017 - 
43 Proteus anguinus L1 Ljubljana - - BF-OB Večna pot 111 27.11.2015 17.7.2017 - 
44 Proteus anguinus L1 Ljubljana - - BF-OB Večna pot 111 27.11.2015 17.7.2017 - 
45 Ichthyosaura alpestris 29 Medvednjak 477867 51155 Mlaka ob gozdnem robu 24 5. 2017 24.10.2017 - 
46 Ichthyosaura alpestris 29 Medvednjak 477867 51155 Mlaka ob gozdnem robu 24.5.2017 24.10.2017 - 
47 Bombina variegata 2 Dvori 416959 35664 Večji kal ob vasi Dvori 1.7.2017 24.10.2017 - 
48 Bombina variegata 3 Dvori 416775 35877 Mlaka v gozdu ob vasi Dvori 1.7.2017 24.10.2017 - 
49 Bufo bufo 37 Ribčev laz 412684 126549 Asfaltno dvorišče 5.7.2017 24.10.2017 - 
50 Bufo bufo 13 Rakov Škocjan 445251 72251 Dovoz 28.6.2017 24.10.2017 - 
51 Rana temporaria 23 Draga pri Igu 465318 87632 Ob potoku Draščica 19.5.2017 24.10.2017 - 
52 Proteus anguinus 30 Bruhalnik Šice 497456 73759 Bruhalnik 1.9.2017 24.10.2017 - 
53 Proteus anguinus parkelj 35 Jelševnik 512079 47622 Izvir 28.7.2017 22.8.2018 - 
54 Proteus anguinus 30 Bruhalnik Šice 497455 73785 Podzemna voda 19.7.2018 22.8.2018 - 
55 Proteus anguinus 30 Bruhalnik Šice 497455 73785 Podzemna voda 19.7.2018 22.8.2018 - 
56 Proteus anguinus 24 Vrhnika 445551 90442 Površje 19.7.2018 22.8.2018 - 
57 Bufo bufo 8 Veliko polje 420771 69648 Ob hiši v naselju 12.5.2018 23.10.2018 - 
58 Pelophylax sp. 4 Lipica 413460 59686 Majhen kal na Golf igrišču 13.5.2018 23.10.2018 - 
59 Rana Latastei 6 Lamovo 398287 87107 V potoku Lamovščku 13.3.2018 23.10.2018 - 
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nadaljevanje Preglednice št. 9: Seznam vseh v raziskavi obravnavanih vzorcev dvoživk z rezultati o prisotnosti okužbe z Bd in Bsal. 
Št. v.1 Vrsta Št. l.2 Kraj GKY3 GKX4 Habitat/Lastnik Dt. vzor.5 Dt. izol.6 Bd/Bsal poz. 7 
60 Lissotriron vulgaris 40 Kidričevo 558847 140249 V gramoznici 15.4.2018 23.10.2018 - 
61 Phelophylax sp. 40 Kidričevo 558847 140249 V gramoznici 15.4.2018 23.10.2018 - 
62 Hyla arborea 25 Ljubljana 459829 100836 Ob cesti 8.4.2018 23.10.2018 - 
63 Rana dalmatina 40 Kidričevo 558847 140249 V gramoznici 15.4.2018 23.10.2018 - 
64 Hyla arborea 40 Kidričevo 558847 140249 V gramoznici 15.4.2018 23.10.2018 - 
65 Salamandra atra 38 Ojstrica 472722 134842 Na planini pod kamnom 31.7.2018 23.10.2018 - 
66 Ichtyosaura alpestris 39 Ojstrica 475294 132881 Na planinski poti 31.7.2018 23.10.2018 - 
67 Bufotes viridis 41 Pleterje 558135 142816 Ob gramoznici 9.9.2018 23.10.2018 - 
68 Hyla arborea 26 Gunclje 457585 106464 Gozdni rob 13.6.2018 23.10.2018 - 
69 Pelobates fuscus 42 Kidričevo 559740 140179 Na cesti proti gramoznici  2.6.2018 23.10.2018 - 
70 Lithobates catesbianus 1 Fiesa 389640 43033 Ribnik 31.5.2018 23.10.2018 - 
71 Bufotes viridis L3 Ljubljana - - Živalski vrst Ljubljana 31.5.2018 23.10.2018 - 
72 Proteus anguinus 31 Kompoljska jama 479231 72868 Podzemna voda 5.10.2018 23.10.2018 - 
73 Proteus anguinus 31 Kompoljska jama 479231 72868 Podzemna voda 5.10.2018 23.10.2018 - 
74 Proteus anguinus parkelj 35 Jelševnik 512079 47622 Izvir 5.10.2018 23.10.2018 - 
75 Proteus anguinus 9 Vilharjev rov 432529 75010 Podzemna voda 7.5.2018 23.10.2018 - 
76 Proteus anguinus 9 Vilharjev rov 432529 75010 Podzemna voda 7.5.2018 23.10.2018 - 
77 Proteus anguinus 9 Vilharjev rov 432529 75010 Podzemna voda 7.5.2018 23.10.2018 - 
78 Proteus anguinus 9 Vilharjev rov 432529 75010 Podzemna voda 7.5.2018 23.10.2018 - 
79 Proteus anguinus 9 Vilharjev rov 432529 75010 Podzemna voda 7.5.2018 23.10.2018 - 
80 Proteus anguinus 9 Vilharjev rov 432529 75010 Podzemna voda 7.5.2018 23.10.2018 - 
81 Proteus anguinus 10 Črna jama 438617 73230 Podzemna voda 8.5.2018 23.10.2018 - 
82 Proteus anguinus 10 Črna jama 438617 73230 Podzemna voda 8.5.2018 23.10.2018 - 
83 Proteus anguinus 10 Črna jama 438617 73230 Podzemna voda 8.5.2018 23.10.2018 - 
84 Proteus anguinus 11 Planinska jama 441768 75361 Podzemna voda 17.9.2018 23.10.2018 - 
85 Proteus anguinus 11 Planinska jama 441768 75361 Podzemna voda 17.9.2018 23.10.2018 - 
86 Proteus anguinus 11 Planinska jama 441768 75361 Podzemna voda 17.9.2018 23.10.2018 - 
87 Proteus anguinus 11 Planinska jama 441768 75361 Podzemna voda 22.8.2017 23.10.2017 - 
88 Proteus anguinus 11 Planinska jama 441768 75361 Podzemna voda 22.8.2017 23.10.2017 - 
89 Proteus anguinus 11 Planinska jama 441768 75361 Podzemna voda 22.8.2017 23.10.2017 - 
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nadaljevanje Preglednice št. 9: Seznam vseh v raziskavi obravnavanih vzorcev dvoživk z rezultati o prisotnosti okužbe z Bd in Bsal. 
Št. v.1 Vrsta Št. l.2 Kraj GKY3 GKX4 Habitat/Lastnik Dt. vzor.5 Dt. izol.6 Bd/Bsal poz. 7 
90 Proteus anguinus 11 Planinska jama 441768 75361 Podzemna voda 22.8.2017 23.10.2017 - 
91 Proteus anguinus 11 Planinska jama 441768 75361 Podzemna voda 22.8.2017 23.10.2017 - 
92 Proteus anguinus 11 Planinska jama 441768 75361 Podzemna voda 22.8.2017 23.10.2017 - 
93 Proteus anguinus 11 Planinska jama 441768 75361 Podzemna voda 22.8.2017 23.10.2017 - 
94 Proteus anguinus 32 Vir pri Stični 486437 89425 Izvir 25.10.2018 26.10.2018 - 
95 Proteus anguinus 33 Požiralnik pri Remihovem mlinu 492209 56692 Podzemna voda 25.10.2018 26.10.2018 - 
96 Proteus anguinus 34 Bobnova jama 496075 74007 Podzemna voda 25.10.2018 26.10.2018 - 
97 Proteus anguinus 36 Mavsarjeva jama 515364 51581 Podzemna voda 25.10.2018 26.10.2018 - 
98 Proteus anguinus 5 Jama Sežanske reke 410852 60198 Podzemna voda 25.10.2018 26.10.2018 - 
99 Bombina bombina  46 Bakovci 585769 164073 Poplavni gozd ob Muri 14.9.2019 22.11.2018 - 
100 Bombina bombina  46 Bakovci 585769 164073 Poplavni gozd ob Muri 14.9.2019 22.11.2018 - 
101 Bombina bombina  46 Bakovci 585769 164073 Poplavni gozd ob Muri 14.9.2019 22.11.2018 - 
102 Bombina bombina  46 Bakovci 585769 164073 Poplavni gozd ob Muri 14.9.2019 22.11.2018 - 
103 Bombina bombina  46 Bakovci 585769 164073 Poplavni gozd ob Muri 14.9.2019 22.11.2018 - 
104 Pelophylax sp. 47 Hodoš 600208 188989 Hodoško jezero 14.9.2019 22.11.2018 - 
105 Pelophylax sp. 47 Hodoš 600208 188989 Hodoško jezero 14.9.2019 22.11.2018 + (Bd) 
106 Rana temporaria 48 Vreja 593539 192472 Gozd  14.9.2019 22.11.2018 - 
107 Bombina variegata 43 Šikole 552623 137584 Koruzna njiva v poplavnem gozdu 19.9.2019 22.11.2018 - 
108 Bombina variegata 44 Videž 544754 135365 Ob železnici 24.9.2019 22.11.2018 - 
109 Bombina variegata 44 Videž 544754 135365 0b železnici 24.9.2019 22.11.2018 - 
110 Bombina variegata 45 Videž 544294 135184 Ob gozdni cesti 24.9.2019 22.11.2018 - 
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Slika 11: Pomnoževanje regije ITS1-5.8S rDNA glive B. dendrobatidis v vzorcu 105 s qPCR. Krivulji 
pomnoževanja edinega pozitivnega vzorca 105 (rumena in rdeča paralelka) in krivulji standarda 2 GE/µl 




Slika 12: Zemljevid Republike Slovenije z lokacijo, kjer je bila potrjena prisotnost B. dendrobatidis na 
koordinatah GKY: 600208 in GKX: 188989. 
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Naloga predstavlja prvo usmerjeno študijo prisotnosti hitridnih gliv v Sloveniji in 
pomemben temelj za nadaljnje, bolj usmerjene študije prisotnosti hitridnih gliv. Cilj naše 
raziskave je bil zato vzorčenje čim večjega števila vrst v Sloveniji s poudarkom na lokacijah 
človeške ribice kot endemne vrste in nekaterih izpostavljenih lokacij z večjo verjetnostjo 
prisotnosti hitridnih gliv. 
 
Prisotnost hitridnih gliv je bila potrjena le pri asimptomatskem osebku zelene žabe ujete v 
Prekmurju, pri ostalih 109 analiziranih vzorcih pa okužbe nismo potrdili. Količina določenih 
genomskih ekvivalentov na okuženem osebku ni bila visoka (4,4–5,2 GE/µL) (Baláž in sod., 
2015). Na samo število zoospor B. dendrobatidis na okuženem osebku in bolezenske znake 
gostitelja lahko vpliva veliko spremenljivk, kot so vrsta organizma, čas vzorčenja, 
temperatura okolja, relativna vlaga, pH okolja, gostiteljeve ekološke, imunološke ter 
vedenjske lastnosti, planktonski plenilci patogena, sev patogena in kombinacija vseh naštetih 
dejavnikov (Campbell in sod., 2012). Prav tako lahko na razvoj bolezenskih znakov in izbruh 
okužbe vpliva povišana vrednost stresnega hormona kortikosterona, ki jo prav tako lahko 
povzročijo zelo različni stresni dejavniki v okolju (Rooij in sod., 2015) ali gostota dvoživk 
v samem vodnem telesu ali okolju (Schmidt in sod., 2013; Malagon in sod., 2020). Okolja, 
v katerih so se nahajale ujete dvoživke, obravnavane v tej raziskavi, so bila zelo raznolika in 
težko primerljiva. Večino osebkov brezrepih dvoživk smo ujeli na kopnem, nekaj brezrepih 
dvoživk in repate dvoživke pa smo ujeli v tekočih in stoječih vodah. Človeške ribice so bile 
večinoma ujete v podzemnih habitatih, nekaj osebkov pa na površju. V raziskavi zato ni bilo 
poudarka na spremljanju okoljskih dejavnikov in ugotavljanju korelacije okužbe z drugimi 
spremenljivkami. Zabeležili smo le osnovne podatke, kot so starost osebka, vrsta osebka, 
spremembe na koži, lokacija, čas vzorčenja, temperatura okolja in vrsta habitata. Zaradi 
izredno majhnega števila okuženih vzorcev (n=1) povezav med okužbo in ostalimi 
spremenljivkami nismo opazili. Kot smo predvidevali, v Sloveniji nismo zaznali prisotnosti 
B. salamandrivorans, saj je le-ta omejena na ozko območje Beneluksa, zahodni del Nemčije 
in del Španije ter izgleda, da stopnja njenega širjenja ni tako visoka, kot pri sestrski vrsti B. 
dendrobatidis, ki pa je zaradi široke razširjenosti v Evropi na območju Slovenije bila 
pričakovana. Med vzorci je bilo tudi nekaj brisov dvoživk z različnimi kožnimi 




5.1 IZBOR VZORČNIH MEST  
 
V raziskavi smo prednostno želeli vzorčiti čimvečje število različnih vrst, ki se pojavljajo na 
ozemlju Republike Slovenije, zato smo mesta za vzorčenje izbirali na podlagi predhodnih 
podatkov o lokacijah obravnavanih taksonov. Poleg tega smo za vzorčenje izbirali lokacije, 
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za katere smo predvidevali, da je verjetnost za prisotnost hitridnih gliv tam višja. Te so 
vključevale zelo turistično obremenjene lokacije (mlaka na igrišču za golf v Lipici, območja 
ob Živalskem vrtu v Ljubljani, mlake v Botaničnem vrtu v Ljubljani in Ribčev Laz ob 
Bohinjskem jezeru), lokacije s potrjeno prisotnostjo invazivnih vrst (jezera v Fiesi) in 
lokacije v bližini potrjenih žarišč hitridiomikoze (Vörös in sod., 2018) (bližina Madžarske 
meje v višini vasi Hodoš in Vreja). Zanimala nas je morebitna prisotnost hitridnih gliv v 
podzemnih habitatih, saj so temperature med 10 °C in 15 °C primerne za optimalno rast B. 
salamandrivorans in sovpadajo s temperaturami v kraškem podzemlju. Pregledali smo tudi 
nekaj bolj odročnih lokacij, kjer je bila prisotnost patogena nekoliko manj verjetna, kot so 
lokacije globoko v Kočevskem gozdu v bližini Medvednjaka ter visokogorska lokacija na 
Ojstrici. Nekaj vzorcev smo odvzeli dvoživkam na kmetijsko zelo obremenjenih lokacijah, 
kot so mlake na Dravskem polju med koruznimi njivami (Šikole) ter gramoznice v 
Kidričevem in Pleterjah. Zaradi dokazanega vpliva stresa na dovzetnost dvoživk za okužbo 
s hitridnimi glivami (Rooij in sod., 2015) smo med vzorčna mesta vključili lokacije z velikim 
pretokom ljudi ali ob prometnicah. Kljub velikemu pretoku ljudi in obremenjenosti s 
prometom na lokacijah ob Večni poti v Ljubljani in ob Bohinjskem jezeru, prisotnosti 
hitridnih gliv nismo zaznali. Edini pozitiven vzorec je bil najden v bližini meje z Madžarsko, 
kjer je na madžarski strani že bila potrjena prisotnost hitridnih gliv (Vörös in sod., 2018). V 
prihodnosti bi bilo raziskavo smiselno nadaljevati na lokaciji potrjene prisotnosti B. 
dendrobatidis in jo razširiti na širše območje in večje število osebkov, s čimer bi lahko bolje 
ocenili stopnjo okuženosti in ocenili njeno morebitno širjenje v naravnem okolju. Za razliko 
od Madžarske (Vörös in sod., 2018), potrjene lokacije hitridiomikoze v Avstriji in Italiji v 
neposredni bližini meje s Slovenijo niso poznane. Kljub temu bi bilo tovrstne raziskave 
smotrno usmeriti tudi v izbrana obmejna območja z omenjenima državama. 
 
  
5.2 IZBOR METODE VZORČENJA 
 
Pri vzorčenju dvoživk smo sledili protokolu, ki so ga v raziskavi opisali Hyatt in sod. (2007). 
Kljub temu, da omenjeni protokol kot metodo vzorčenja zraven kožnih brisov navaja tudi 
odvzem tkivnih vzorcev s konic prstov (ang. »toe clipping«), smo se zaradi praktičnosti, 
primerljive občutljivosti in neinvazivnosti v nalogi odločili izključno za odvzem vzorcev s 
kožnimi brisi. Hyatt in sod. (2007) so ugotovili, da velika količina drugih mikroorganizmov 
na brisu ne zmanjša občutljivosti pri detekciji patogena, vendar pa v raziskavi niso testirali 
dolgoživosti hitridnih gliv na brisih pri povišanih temperaturah, ki so jim so vzorci lahko 
izpostavljeni na terenu.  
 
Količina hitridnih gliv na gostitelju se med različnimi fazami okužbe izrazito spreminja, z 
njo pa tudi sama sposobnost zaznave okužbe. V zgodnji fazi okužbe, ko hitridne glive 
vstopajo v celice epidermisa in s tvorbo zoosporangijev šele pričenjajo, je zaradi zelo majhne 
količine zoospor zaznava gliv z metodo kožnega brisa močno omejena. Na tej stopnji okužbe 
42 
Vek M. Testiranje dvoživk na prisotnost hitridnih gliv v Sloveniji. 
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2021  
 
hiperkeratoza in luščenje kože še nista prisotna, kar onemogoča tudi identifikacijo okuženih 
osebkov na podlagi makroskopsko vidnih kožnih sprememb. Z napredovanjem okužbe, 
razrastjo sporangijev in povečano količino zoospor se povečuje tudi verjetnost zaznave 
okužbe z molekularno analizo kožnih brisov. Zaznava patogena na tkivnih vzorcih (ang. »toe 
clipping«) pri dvoživkah, ki še nimajo napredovane okužbe, je lahko bolj zanesljiva, kot 
zaznava na kožnih brisih, prav tako pa tkivne vzorce uporabimo še za dodatno histološko 
diagnostiko. Tkivni vzorci so etično vprašljivi, saj živali povzročajo nepotrebno bolečino in 
stres, zato je jemanje brisov priporočena metoda vzročenja (Hyatt in sod. 2007). Shin in sod. 
(2014) so ugotovili, da je uspešnost zaznave hitridnih gliv višja, če poskusijo detektirati 
zoospore, ki jih okužen osebek sprosti v vodni medij v določenem času in da ugotavljanje 
blažjih okužb s hitridnimi glivami na podlagi kožnih brisov ni vedno zanesljivo. Genetski 
material v vodi so ulovili s filtri in ojačali z vgnezdenim PCR (ang. »nested PCR«). Rezultate 
so nato primerjali z rezultati širše uporabljene metode, kjer se DNA izolira iz brisov in nato 
preveri s qPCR. Nekateri osebki, ki so jih diagnosticirali kot negativne na hitridne glive z 
metodo zbiranja brisov in diagnostiko s qPCR, so vseeno sproščali zoospore patogena v 
zbiralnike in jih je bilo zato potrebno opredeliti kot okužene.  
 
Kljub temu smo zaradi priročnosti, primerljivosti s podobnimi študijami in omejitev filtrirne 
tehnike v kopenskem okolju, v nalogi uporabili uveljavljeno metodo analize kožnih brisov s 
qPCR. Poleg količine genetskega materiala pod nivojem detekcije molekulskih analiz, so 
lažno negativni rezultati zaznave hitridnih gliv podvrženi tudi vnosu inhibitorjev PCR, kot 
so huminske kisline v zemlji in drugih substratih (Hyatt in sod., 2007). Tovrstno 
kontaminacijo smo v nalogi omejevali z doslednim spiranjem živali s čisto vodo ter 
odstranjevanjem vidnih ostankov kosov umazanije in zemlje s površine kože dvoživk pred 
odvzemom brisov. 
 
Čeprav smo pri terenskem delu pazili na higieno in pred jemanjem vzorcev izpirali živali, 
kontaminacije vzorcev s huminskimi kislinami in nezadostne količine patogena kot vzroka 
lažno negativnih vzorcev ne moremo povsem izključiti. Kot primer potencialno lažno 
negativnega vzorca bi v naši nalogi najverjetneje lahko izpostavili drugi osebek zelene žabe 
v Hodoškem jezeru (vzorec 104), ki je bil ulovljen v neposredni bližini osebka z dokazano 
okužbo z B. dendrobatidis. 
 
 
5.3 IZBOR ČASA VZORČENJA IN ROKOVANJE Z VZORCI NA TERENU  
 
V raziskavi smo prostoživeče živali vzorčili med marcem in novembrom. Človeške ribice 
smo vzorčili v maju, juliju, avgustu, septembru, oktobru in novembru, vendar zaradi 
stabilnih razmer v podzemnih habitatih čas vzorčenja pri tej vrsti ni tako pomemben. Ostale 
dvoživke smo vzorčili marca, aprila, maja, junija, julija, in septembra.  
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Zaradi povečanega števila zoospor v koži in oslabljenega imunskega sistema dvoživk se 
izbruhi hitridiomikoz pojavljajo zlasti v hladnejših mesecih. V splošnem je opažena tudi 
korelacija z upadom številčnosti dvoživk in padcem temperature v okolju (Raffel in sod., 
2015). Gostota pojavnosti hitridnih gliv v okolju v zmernem geografskem pasu je odvisna 
od časa v letu in gostote dvoživk v vodnih telesih. V raziskavah, ki sta potekali v zmernem 
pasu Severne Amerike, so potrdili prisotnost B. dendrobatidis vse leto, ne glede na mesec, 
vendar je bila gostota patogena v okolju višja spomladi in meseca avgusta, prav tako je bil v 
pomladnih mesecih okužen največji delež populacije dvoživk, najmanjši pa v jeseni (Pearl 
in sod., 2007; Chestnut in sod., 2014). Višja gostota hitridnih gliv spomladi bi lahko bila 
posledica večjega števila dvoživk v vodnih telesih in več stikov med osebki zaradi 
spomladanskih migracij in mrestenja, prav tako pa so v pomladnih mesecih pogoji za rast 
hitridnih gliv ugodnejši. Spomladansko povečanje številčnosti gostiteljev bi lahko 
povzročilo tudi kemotaktični odziv prostoživečih hitridnih gliv, kar bi lahko prispevalo k 
opaženemu povečanju gostote zoospor v vodi (Chestnut in sod., 2014).  
 
Edini pozitivni vzorec v naši raziskavi je bil odvzet septembra (14. 9. 2019), vsi vzorci, ki 
so bili odvzeti v pomladnih mesecih, pa so bili negativni. Ker istih lokacij nismo vzorčili v 
različnih mesecih, na podlagi tega rezultata ne moremo primerjati s prej navedenimi 
raziskavami ali ugotoviti, ali je pozitiven rezultat odvisen od časa v letu. Prisotnost hitridnih 
gliv na pozitivnem vzorcu je najverjetneje posledica drugih dejavnikov ali celo naključja in 
ne časa v letu. Kljub temu pa bi bilo dobro raziskavo nadaljevati in razširiti, saj bi pozitiven 
vzorec v najmanj ugodnem času v letu lahko pomenil, da je v pomladnem času na območju 
pozitivnega vzorca morda okuženih živali več. Prav tako morda vzorčenje živali v poletnem 
času ni smiselno, saj so takrat pogoji za rast hitridnih gliv najslabši (Raffel in sod., 2015). 
 
Na rezultate vzorčenja in morda tudi na ohranitev dednega materiala v vzorcih ter kasnejše 
rezultate je vplivala tudi temperatura transporta, ki je bila neposredno odvisna od časa 
vzorčenja. Ker so bili nekateri vzorci odvzeti v času vročinskih valov v mesecu juliju v 
nedostopnih delih Slovenije, je bil transport vzorcev do laboratorija včasih neugoden in je 
potekal več ur ali celo cel dan na temperaturi, višji kot 27 °C. Taki vzorci so bili predvsem 
visokogorski (vzorca 65 in 66), kjer smo bili omejeni na dostop lokacije s pešačenjem ali 
vzorci na nedostopnih drugih točkah, oddaljenih od laboratorija (vzorci 45–50). Omenjene 
vzorce smo lahko ustrezno zamrznili šele v večernem času, kljub temu, da so bili nabrani že 
v dopoldanskem in bili čez dan izpostavljeni visokim temperaturam, kar bi lahko negativno 
vplivalo na zaznavo hitridnih gliv v vzorcu in bi lahko bilo vzrok za lažno negativne 
rezultate. Ker dolgoživost hitridnih gliv na brisih pri povišanih temperaturah še ni bila 
raziskana (Hyatt in sod., 2007), bi jo bilo dobro raziskati, saj so vzorci med terenskim delom 
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5.4 IZBOR VRST  
 
Različne vrste dvoživk so različno dovzetne za okužbo s hitridnimi glivami (Baláž in sod., 
2014). V raziskavo smo želeli vključiti vse vrste, prisotne na ozemlju Republike Slovenije, 
število vzorčenih osebkov pa se je med vrstami razlikovalo. Največ vzorcev smo odvzeli z 
osebkov človeške ribice (33), takoj za njimi pa so bili po številu osebkov vzorčeni plavčki 
(10) in navadne krastače (9). Krastače pogosto najdemo tudi v antropogenem okolju in med 
dvoživkami v Sloveniji opravljajo najdaljše migracije od prezimovališč do mrestišč, zato so 
potencialno dobre raznašalke hitridnih gliv. Glede na dovzetnost za okužbo in dokazano 
vlogo vektorja je bila okužba s hitridnimi glivami najbolj pričakovana pri osebku volovske 
žabe, osebkih zelenih žab ter hribskih in nižinskih urhov (Daum in sod., 2012; Woodhams 
in sod., 2012; Spitzen-van der Sluijs in sod., 2017), a z izjemo že omenjenega osebka zelene 
žabe pri analiziranih osebkih teh vrst okužbe nismo potrdili. Najmanjšo verjetnost okužbe 
imajo rjave žabe (Baláž in sod., 2014), zato nas odsotnost patogena pri plavčkih, sekuljah in 
rosnicah ni presenetila. Mnoge vrste iz družin Bombinatoridae in Ranidae sintetizirajo in 
izločajo protimikrobne peptide, ki omejujejo kolonizacijo kože s patogeni, vključno s 
hitridnimi glivami (Rollins-Smith, 2011).  
 
Zaradi ranljivosti podzemnega okolja in endemnosti človeške ribice, smo v analizo vključili 
znatno število osebkov te karizmatične dvoživke. Zaradi ugodnih temperaturnih pogojev za 
rast B. salamandrivorans v podzemlju (10 °C–15 °C), turistični obremenjenosti določenih 
delov slovenskih jam in ranljivosti vrste, smo v študijo vključili osebke velike večine 
populacij človeških ribic v Sloveniji. Človeška ribica je neotenična vrsta, zato njena 
povrhnjica, z izjemo konic prstov, ni keratinizirana. Pogoji za rast hitridnih gliv so zaradi 
omejene količine keratina, bioloških lastnosti kože in kožne mikrobiote (Kostanjšek in sod. 
2019) pri tej vrsti slabši, v primerjavi z dvoživkami s preobrazbo in keratinizirano površino 
kože. Li in sod. (2020) so raziskovali interakcijo med B. salamandrivorans in človeško 
ribico ter ugotovili, da predstavniki te vrste pri inokulaciji z glivo razvijejo blažjo ali 
asimptomatsko, kljub temu pa več mesecev obstojno okužbo, ki vztraja predvsem na 
okončinah živali. Kaže, da je človeška ribica ena izmed redkih palearktičnih vrst repatih 
dvoživk, ki je tolerantna na okužbo z B. salamandrivorans in bi lahko delovala tudi kot 
rezervoar za bolezen. Kljub temu pa dolgoročne posledice okužbe s hitridnimi glivami na 
človeški ribici še niso raziskane in bi lahko okužba vseeno negativno vplivala na fitnes vrste 
in ogrožala prostoživeče populacije človeških ribic (Li in sod., 2020). Vsi testirani osebki 
človeških ribic so bili sicer negativni na prisotnost hitridnih gliv. 
 
 
5.5 OSTALI DEJAVNIKI, KI VPLIVAJO NA OKUŽBE S HITRIDNIMI GLIVAMI  
 
Na pojavnost in dinamiko hitridnih gliv v naravnih okoljih vpliva več dejavnikov. Eden 
izmed pogosto spregledanih je na primer količina padavin, ki v kombinaciji s temperaturo 
vpliva na dinamiko patogena (Xie in sod., 2016). Na preprečevanje hitridiomikoze imajo 
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vpliv tudi planktonske združbe v vodnih ekosistemih. Med učinkovite plenilce hitridnih 
zoospor sodijo predstavniki kotačnikov iz družine Notommatidae in Lecanidae (Schmeller 
in sod., 2014; Hamilton in sod. 2012) ter vodne bolhe rodu Daphnia (Hamilton in sod., 
2012), ki lahko pomembno reducirajo število okužb dvoživk v okolju. Schmeller in sod. 
(2014) so pokazali, da noben osebek v raziskavi ni razvil hitridiomikoze, če so bili v istem 
okolju kotačniki iz družine Notommatidae. Kljub temu, da smo sicer beležili količino 
padavin in temperaturo, nismo imeli dovolj podatkov, da bi lahko preverili in opazili 
korelacijo med pojavnostjo hitridiomikoze in omenjenima spremenljivkama. V sklopu te 
naloge se nismo osredotočili na vzorčenje planktonskih organizmov, v prihodnjih raziskavah 
pa bi bilo tako vzorčenje smiselno za boljše razumevanje ekologije patogena.  
 
 
5.6 PREDLOGI  
 
Naloga predstavlja pomemben temelj za nadaljnje, bolj usmerjene študije prisotnosti 
hitridnih gliv v Sloveniji in prvi korak v smeri vzpostavitve rednega monitoringa hitridnih 
gliv pri nas. Za spremljanje stanja in morebitnega širjenja okužbe z B. dendrobatidis v regiji 
bi bilo v naslednjem koraku nujno potrebno izvesti usmerjeno analizo stanja na ožjem in 
širšem območju Hodoškega jezera, saj je zaradi na novo potrjene prisotnosti hitridnih gliv 
tam verjetnost za ponovno najdbo okuženih dvoživk zelo visoka.  
 
Zraven že omenjenega Hodoškega jezera bi bilo dobro ponovno pregledati in odvzeti vzorce 
tudi iz jezera v Fiesi, kjer je bila potrjena prisotnost volovske žabe (Kirbiš in sod., 2016), ki 
je potencialen vektor za hitridne glive. Za razliko od Madžarske (Vörös in sod., 2018), 
potrjene lokacije hitridiomikoze v Avstriji in Italiji v neposredni bližini meje s Slovenijo 
niso poznane. Kljub temu bi bilo tovrstne raziskave smotrno usmeriti tudi v izbrana obmejna 
območja z omenjenima državama. Raziskavo bi lahko razširili še na nekaj naključno izbranih 
vodnih teles po celotni Sloveniji, saj bi tako lahko dobili bolj natančno predstavo o 
razširjenosti ali morebitnem širjenju hitridnih gliv in morda našli nove lokacije s prisotnim 
patogenom. 
 
V prihodnosti bi bilo na izbranih lokacijah smiselno odvzeti brise kože večjemu številu 
odraslih dvoživk, kot dodatno obliko monitoringa prisotnosti B. dendrobatidis v vodnih 
telesih pa bi lahko uporabili tudi pristop analize okoljske DNA, ki omogoča preverjanje 
prisotnosti prostih zoospor v vodnih okoljih. Pri preverjanju lokacij, kjer so hitridne glive že 
bile najdene ali pa je verjetnost za njihovo najdbo zelo visoka (Hodoško jezero in jezero v 
Fiesi), bi lahko poskusili tudi s kultivacijo zoospor v laboratoriju iz nekaj odvzetih osebkov. 
Metode vzorčenja, ki temeljijo na filtriranju vode, lahko dramatično povečajo sposobnost 
natančnega diagnosticiranja (Shin in sod., 2014). Pri vzorčenju bi se bilo smiselno 
osredotočiti na vektorske vrste, predvsem na predstavnike zelenih žab, kot predlagajo Baláž 
in sod. (2014).  
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Vsaj na lokaciji s potrjenim pozitivnim vzorcem bi bilo vzorčenje dobro ponoviti tudi ob 
različnih letnih časih, saj bi lahko pozitiven vzorec v jesenskem času, ki naj bi bil za 
detekcijo hitridnih gliv manj ugoden, pomenil, da je v ugodnejšem delu leta na vzorčenem 
območju morda več okuženih živali. Vzorce bi bilo zato smiselno nabrati v zgodnjih 
spomladanskih mesecih, za primerjavo pa bi lahko ista vzorčna mesta obiskali še v poletnih, 
jesenskih in zimskih mesecih.  
 
Za bodoče študije korelacije morebitnih pojavnosti okužb in okoljskih dejavnikov bi v 
nadaljnjih študijah lahko razširili nabor spremljanih okoljskih dejavnikov na mestih 
vzorčenja na temperaturo okolja in vode (pri dvoživkah, vzorčenih v vodi), starost osebka, 
pH vode in število opaženih dvoživk v vodnem telesu/habitatu. Prav tako bi lahko na 
vzorčnih mestih odvzeli vzorce vode za analizo prisotnih morebitnih planktonskih plenilcev 
zoospor. 
 
Kljub uspešni vzpostavitvi diagnostičnega laboratorija so za učinkovito zaščito dvoživk pred 
okužbami s hitridnimi glivami potrebni tudi širše zastavljeni koraki. Potrebna bi bila 
vzpostavitev monitoringa prisotnosti okužbe v naravnih okoljih, izdelava akcijskega načrta 
ukrepanja v primeru okužbe, ki bi povezovala javne službe z raziskovalnimi in 
naravovarstvenimi ustanovami, nevladnimi organizacijami ter drugimi strokovnjaki. Za 
preprečevanje ali omejevanje prenosa okužbe bi bilo po vzgledu Združenih držav Amerike 
in nekaterih evropskih držav (Lacey Act, 2016) smiselno vpeljati nadzor ter omejiti trgovino 
z dvoživkami in drugimi potencialnimi prenašalci okužbe. Pozornost bi morali nameniti tudi 
ozaveščanju o potencialnih načinih razširjanja okužbe in preventivnih ukrepih, za terenske 
biologe, jamarje in drugo javnost, ki se giblje po naravnih okoljih, kjer živijo dvoživke, pa 
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 Z molekularnimi metodami smo prvič potrdili prisotnost B. dendrobatidis v 
Republiki Sloveniji. 
 
 Okužbo smo zaznali pri osebku odrasle zelene žabe (Pelophylax sp.), ujetem pri 
kraju Hodoš (SV Slovenija). 
 
 Zaradi pozitivnega rezultata, ki potrjuje prisotnost hitridnih gliv v Republiki 
Sloveniji, bi bilo potrebno uvesti monitoring bolezni, da preprečimo morebitne 
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Hitridiomikoza je novejša bolezen dvoživk, ki jo povzročata dve sorodni glivi 
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) in Batrachochytrium salamandrivorans (Bsal). 
Hitridni glivi okužita keratinizirano kožo dvoživk in povzročita razjede na koži, 
hiperkeratozo, epidermalno hiperplazijo, podhranjenost, ataksijo ter spremembe v osmotski 
regulaciji, ki lahko vodijo do srčnega zastoja. Okužbe z B. dendrobatidis so bile 
dokumentirane pri številnih vrstah brezrepih dvoživk, nekaj vrstah repatih dvoživk in eni 
vrsti sleporilov, okužbe z B. salamandrivorans pa prizadenejo repate dvoživke. Bolezen je 
v zadnjem desetletju povzročila velik upad biodiverzitete na svetu. Hitridiomikoza je 
potrjena že v 12 evropskih državah, v Sloveniji pa prisotnost hitridnih gliv do sedaj ni bila 
preverjena usmerjeno in celovito. 
 
V sklopu naloge smo izvedli prvo testiranje dvoživk na hitridne glive v Sloveniji ter uvedli 
molekularno-biološko laboratorijsko diagnostiko okužb. Vzpostavitev sistema za detekcijo 
omenjenega patogena je predpogoj za izdelavo ocene ogroženosti dvoživk v Sloveniji, 
izdelavo načrtov za nujne preventivne ukrepe in akcijskih načrtov v primeru okužbe.  
 
Vzorčna mesta smo izbirali na podlagi antropogene obremenjenosti lokacij in znanih 
nahajališč vrst, ki smo jih vključili v raziskavo. Vzorčna mesta so bila izbrana po vseh 
regijah v Sloveniji. Dvoživkam smo na lokacijah odvzeli brise kože na področju okončin in 
po trebušni strani živali, kjer je ob morebitni okužbi število celic patogena najvišje. Iz 
vzorcev smo izolirali glivno DNA in s tehniko qPCR izvedli detekcijo morebitnih hitridnih 
gliv v vzorcih. 
 
V testiranje smo vključili 19 domorodnih in 3 tujerodne vrste dvoživk. Vzorčenje je potekalo 
na 50 lokacijah, kjer smo odvzeli brise prostoživečim živalim in treh lokacijah, kjer smo 
vzorce odvzeli živalim v ujetništvu. Skupno je bilo pregledanih 110 brisov. Okužbo z B. 
dendrobatidis smo potrdili pri enem osebku odrasle zelene žabe v Hodoškem jezeru v 
Prekmurju. Prisotnosti B. salamandrivorans na območju Republike Slovenije nismo potrdili.  
 
Zavzemanje za ohranitev vrst je usmerjeno predvsem v vzdrževanje raznovrstnosti živega 
sveta in posledično ohranitev primernih pogojev za obstoj človeške vrste. Habitati, kjer je 
prisotna zadostna vrstna in številčna pestrost dvoživk, odražajo zdravo in uravnoteženo 
okolje. Prisotnost hitridnih gliv v Sloveniji predstavlja posredno in neposredno grožnjo vsem 
vrstam dvoživk v naravi, zato ob prvi potrjeni okužbi potrebujemo primerno ukrepanje in 
nadalje raziskave ter spremljanje okužb na ravni pristojnih državnih služb, ki bodo 
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nasvete. Brez Damjana bi naloga imela precej več »tiskarskih škratov«. Hvala Katarini za 
to, da me je nahecala, da se pridružim Herpetološkemu društvu in me navdušila nad 
terenskim herpetološkim delom. Hvala tudi vsem ostalim prijateljem ter kolegom iz 
Herpetološkega društva za vse priložnosti, družbo, ideje in pomoč. Hvala staršem za podporo 
med študijem ter bratoma Jaketu in Mihi za debate o malenkostih ter konstantno preverjanje 
in popravljanje mojih angleških prevodov. 
 
Predvsem pa hvala Ninotu, ki mi je premnogokrat brez slabe volje pomagal pri terenskem 
delu, si vzel čas, me motiviral pri pisanju naloge in me pustil pri miru, ko sem to potrebovala. 
Brez njega bi se v slovenski »divjini« izgubila kar nekajkrat več. Nino, hvala ti za prenašanje 
komarjev, obadov, mokrih čevljev, vročine, slabih cest, pozabljenih terenskih malic in (tu 
pa tam) mene.  
 
 
